Analysis of selected substances contained in the extract from elderberry twigs by Škeřík, Jan
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
FACULTY OF CHEMISTRY
ÚSTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIÍ
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY
ANALÝZA VYBRANÝCH OBSAHOVÝCH LÁTEK V
EXTRAKTU Z BEZOVÝCH VĚTVIČEK
ANALYSIS OF SELECTED SUBSTANCES CONTAINED IN THE EXTRACT FROM ELDERBERRY TWIGS
DIPLOMOVÁ PRÁCE
MASTER'S THESIS
AUTOR PRÁCE
AUTHOR
Bc. Jan Škeřík
VEDOUCÍ PRÁCE
SUPERVISOR
Ing. Jiří Šalplachta, Ph.D.
BRNO 2016
Vysoké učení technické v Brně
Fakulta chemická
Purkyňova 464/118, 61200 Brno
Zadání diplomové práce
Číslo diplomové práce: FCH-DIP0983/2015 Akademický rok: 2015/2016
Ústav: Ústav chemie potravin a biotechnologií
Student(ka): Bc. Jan Škeřík
Studijní program: Chemie a technologie potravin (N2901) 
Studijní obor: Potravinářská chemie a biotechnologie (2901T010) 
Vedoucí práce Ing. Jiří Šalplachta, Ph.D.
Konzultanti: RNDr. Milena Vespalcová, Ph.D.
Název diplomové práce:
Analýza vybraných obsahových látek v extraktu z bezových větviček
Zadání diplomové práce:
Teoretická část:
1) Botanická charakteristika černého bezu
2) Popis separační techniky HPLC
3) Bílkoviny, lektiny
4) Rešerše vybraných	analyzovaných látek
Experimentální část:
1) Výběr a ověření separačního systému
2) Extrakce mletých bezových větviček
3) Analýza vybraných biologicky aktivních látek z připravených extraktů
4) Zpracování získaných dat a vyhodnocení výsledků
Termín odevzdání diplomové práce: 6.5.2016
Diplomová práce se odevzdává v děkanem stanoveném počtu exemplářů na sekretariát ústavu a v
elektronické formě vedoucímu diplomové práce. Toto zadání je přílohou diplomové práce.
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Bc. Jan Škeřík Ing. Jiří Šalplachta, Ph.D. prof. RNDr. Ivana Márová, CSc.
Student(ka) Vedoucí práce Ředitel ústavu
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
V Brně, dne 31.1.2016 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.
Děkan fakulty
Abstrakt 
Diplomová práce se zabývá optimalizací a ověřením podmínek pro separaci proteinů 
obsaţených ve větvičkách bezu černého (Sambucus nigra L.) technikou RP-HPLC. Měření 
probíhalo na HPLC systému s UV-VIS detektorem. Byla pouţita kolona Zorbax 300SB-C18 
300Å o rozměrech 4,6x250 mm a velikosti částic 5 mikronů. 
V teoretické části jsou popsány vlastnosti a vyuţití bezu černého se zaměřením na proteiny, 
které obsahuje. Dále je zde uvedena základní charakteristika pouţité HPLC techniky a 
moţnosti stanovení proteinů. 
V experimentální části jsou popsány jednotlivé kroky optimalizace HPLC metody 
prováděné na směsi standardních proteinů a následná aplikace této metody na reálném vzorku. 
V závěru jsou porovnávány analýzy vzorků odebraných v různém období. 
 
 
 
Abstract 
My diploma thesis deals with the optimization and verification of conditions for separation 
of proteins, which are contained in the twigs of elder (Sambucus nigra L.) using the technique 
RP-HPLC. The measurements were made with the use of a HPLC system with a UV-VIS 
detector. Column Zorbax 300SB-C18 300Å 4,6 x 250 mm and particles the size of 5 microns 
were used.  
 The theoretical part describes the attributes and usage of elder and especially its proteins. 
The basic characteristic of the used HPLC technique is introduced. The possibilities of how to 
identify proteins are described.   
The practical part demonstrates the individual steps of optimization of the HPLC method 
applied to the mixture of standard proteins. The application of this method in the real sample 
is also reported. 
The final part of the diploma thesis is focused on the comparison of analysed samples taken 
in different seasons. 
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1 ÚVOD  
Bez černý (Sambucus nigra L.) byl pouţíván k léčebným účelům známými přírodovědci a 
léčiteli jiţ ve starém Řecku a Římě. Typickým znakem černého bezu jsou jeho větve, které 
mají uvnitř pórovitou bílou dřeň. Černý bez je nízký, silně rozvětvený, opadavý keř nebo 
malý strom. Květy mají silnou charakteristickou vůni. Kvete na přelomu měsíce května a 
června. Plody jsou peckovice, známé jako bezinky, mohou být aţ 6 mm velké, dozrávají 
v září a říjnu. Pro jeho růst mu nejvíce vyhovuje dusíkatá vlhká půda. Společně s dalšími 
druhy patří bez do čeledi zimolezovitých. V České republice se dále vyskytuje bez červený 
(Sambucus racemosa) a bez chebdí (Sambucus ebulus L.). Pro léčebné účely se z keře 
černého bezu vyuţívají téměř všechny jeho části. 
Bez černý se vyuţívá ve farmacii, potravinářství ale i medicíně. V posledních letech stoupá 
jeho popularita u pěstitelů a šlechtitelů. Šlechtěné odrůdy, přesněji jejich květy a plody, jsou 
pouţívány zvláště pro potravinářské a farmaceutické účely. Široké uplatnění mají bezinky a to 
pro přípravu povidel, dţemů, marmelád, vín atd. Pro omlazení a schopnosti dostatečného 
vyţivení všech částí rostliny jsou větvičky kaţdoročně stříhány. 
V současnosti je zakládána řada nových bezových sadů a v závislosti na tom narůstá objem 
odpadního materiálu - bezových větviček, které jsou potencionálním zdrojem biologicky 
účinných látek. Jednou ze skupin významných látek obsaţených ve větvích bezu černého jsou 
proteiny, zejména tzv. lektiny.  
Tato práce je zaměřená na vývoj a optimalizaci HPLC metody pro separaci proteinů 
obsaţených ve větvích bezu černého. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Charakteristika bezu černého 
Bez černý (Sambucus nigra L.) je všeobecně známý keř - strom, jehoţ rodové jméno 
pochází pravděpodobně z latinského slova ,,Sambuca―, případně z řeckého slova ,,Sambuke―, 
coţ jsou výrazy pro hudební nástroje vyráběné z větviček bezu. [1] Můţeme ho znát také pod 
mnoha jinými názvy například: psí bez, bezinky, kozičky, smradlavý bez, smradiny, habţina, 
hulák, chebz. Charakteristickým znakem černého bezu jsou větve, které mají uvnitř bílou 
pórovitou dřeň, která připomíná polystyren.  Patří mezi všeobecně velmi dobře známé keře. 
Původem je z Kavkazu, dnes se pěstuje v mírných podnebných pásmech všech světadílů. [2] 
 
Tabulka 1: Taxonomická klasifikace bezu černého [3] 
Říše rostliny (Plantae) 
Podříše cévnaté rostliny (Tracheobiota) 
Nadoddělení semenné rostliny (Spermatophyta) 
Oddělení rostliny krytosemenné (Magnoliophyta) 
Třída niţší dvouděloţné rostliny (Magnoliopsida) 
Podtřída Asteridae 
Řád štětkotvaré (Dipsacles) 
Čeleď zimolezovité (Caprifoliaceae) 
Rod bez (Sambucus L.) 
2.1.1 Morfologie černého bezu 
Bez černý se společně s dalšími druhy řadí do čeledi bezovitých, dříve zimolezitých. 
Drobné trsy běloţlutých kvítků jsou charakteristické svojí intenzivní vůní, plody pak krvavě 
červenou barvou, dozrávají v září a říjnu a mohou být aţ 6 mm velké. Keře bezu černého se u 
nás dají najít téměř kdekoliv, roste na okrajích lesa, stráních, u polí a luk, u cest, v parcích 
apod. [4] 
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Obrázek 1: Květ bezu černého [5] 
 
 
Obrázek 2: Kvetoucí černý bez [6] 
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Obrázek 3: Plod bezu černého [7] 
 
Bez černý je nízký, opadavý, silně rozvětvený keř, nebo malý strom, dorůstá výšky 5 - 7 m. 
Roste několik desítek let, poté přestane kvést a odumírá. Mladé rostliny vytvoří nejprve 
značné mnoţství větví ze základny a mnoho z nich se začne dále dělit na další větve. Pro růst 
bezu černého je nejvhodnější vlhká, dusíkatá půda a světlé nebo polostinné stanoviště. Při 
nízkých teplotách můţe docházet k indukci růstu dalších postranních větví ze základny. Po  
20 - 30 letech od vyklíčení se stává jeden kmen dominantní. [8] 
Keř bezu černého má rozklanitou korunu se skloněnými větvemi, s bradavičnatou 
nepříjemně páchnoucí borkou. V mládí jsou větve zelené, s četnými čočinkami, vyplněné 
čistě bílou dření, později dřevnatějící. Kmen můţe mít v průměru aţ 40 cm, kůru má světle 
hnědou aţ šedou, vrásčitou. Borka, coţ je vrstva odumřelých buněk chránících kmen, má 
barvu  šedohnědou, podélně rozpraskanou s bílou porézní dření. Listy jsou dlouhé 10 - 30 cm, 
dvou aţ tříjařmé na celokrajné bázi, jsou nestejně pilovité, náhle zašpičatělé. Kvete na 
přelomu května a června, květy jsou pětičetné se srostlými obaly, oboupohlavné, omamně 
vonící, kalich je trubkovitý, pětizubý. Květenství je ploché, chocholičnaté tzv. kosmatice, 
tvořené z hustých bělavých, malých kvítků. Květy mají silnou vůni, obsahují velké mnoţství 
pylu a málo nektaru, vyhledávají je různé mouchy, ale také včely. Plody jsou peckovice 6 mm 
velké, lesklé se třemi pecičkami, které mají červenofialovou aţ tmavou barvu, jsou známé 
jako bezinky, často je sklízejí špačci, drozdi, kosi a pěnice. Během dozrávání plodů dochází 
také k poklesu obsahu proteinů. [9, 10] 
Plody nelze pojídat za syrova, protoţe v nedozrálém stavu mohou vyvolávat příznaky 
otrav, navzdory tomu je bez bohatým zdrojem vitamínů a minerálů. [11, 12, 13] Keře černého 
bezu zachycují nečistoty a výfukové plyny, a proto se vysazují kolem silnic, kde pomáhají 
zlepšovat kvalitu ovzduší. 
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2.1.2 Rozmnožování, výsadba, péče a ošetřování 
Výsadba by měla probíhat na počátku jara nebo podzimu. Vysazovat by se měly jednotlivé 
mladé rostlinky a to v cca pěti metrové vzdálenosti mezi sebou. Nejvhodnějším stanovištěm 
pro výsadbu mladých keřů je místo, kde nesvítí přímé slunce po celý den. Rostlinky je 
zpočátku třeba chránit proti silnému větru, protoţe kořeny nejsou po výsadbě dostatečně 
hluboko zakořeněny. Keře je také moţno uvázat k dřevěným kůlům, které se zatlučou 
hlouběji do země. Do půdy je vhodné přidat trochu vlhké rašeliny, zabrání se tím 
nadměrnému vysušování kořenů. Bez černý potřebuje čas od času přihnojit a to například 
kompostem. 
Semínka, která plody černého bezu obsahují, lze také jednoduše zasít do vlhké, prokypřené 
a humusem obohacené půdy. [14] 
Bez černý se můţe také rozmnoţovat pomocí zpola zralých řízků, které se ořezávají na 
přelomu července a srpna, délka by měla být 10 cm.  K výsadně je moţné pouţít jednoleté 
řízky, které jsou dlouhé aţ 20 cm, velmi dobře zakořeňují. Ve volné přírodě dochází 
k rozmnoţování pomocí opylování hmyzem, keř můţe ,,osídlovat― aţ několik druhů různého 
hmyzu. Černý bez mohou také rozšiřovat ptáci, kteří na podzim poţírají jeho plody a následně 
roznášejí semena ve svém trusu. Bezu to vyhovuje, protoţe se mu daří nejlépe v půdě bohaté 
na dusík. [12] 
Ošetřování a péče o bez není náročná, ovšem po sklizni plodů je nezbytně nutné ostříhat a 
vyřezat staré větve. Pokud chceme, aby rostl do krásných tvarů, odstraňujeme výhonky, které 
vyrůstají přímo z kmene nebo půdy. Mezi nepřátele černého bezu patří hraboš polní, mšice a 
virová onemocnění. Nejvíce jsou ohroţeny rostliny, které rostou v oblastech s nízkými 
teplotami a v prostředí bez větru. Prevence proti různým onemocněním a odstranění škůdců 
by se měla provádět přirozeným způsobem a metodami. [2, 15] 
 
2.1.3 Příbuzné druhy 
V České republice se kromě bezu černého vyskytuje bez červený (Sambucus racemosa L.) 
a bez chebdí (Sambucus ebulus L.), který je bylinou a nedřevnatí. Mezi ekonomicky 
významné druhy také patří Sambucus caerulea Raf., bez namodralý; Sambucus canadensis L., 
bez kanadský. [2, 15] 
2.1.3.1 Bez červený 
Bez červený (Sambucus racemosa L.) také bývá označován jako bez hroznatý, babulinky 
nebo babulka. Jedná se o rozloţitější keř, jen zřídka se objevuje v blízkosti lidských sídel. 
Dorůstá většinou velikosti jen 1,5 - 4 m, je celkově menší a jemnější neţ bez černý. Má silné 
větve a širokou rezavou dřeň. Ve spodní části často vyhání prutovité výhonky. Větve pokrývá 
světle hnědá silná kůra s výraznými lenticelami neboli čočinkami. Prozradí ho jeho četné laty 
zářivě červených plodů.  
Vyţaduje dostatek vlhkosti jak vzdušné, tak i půdní. Listy jsou převáţně pěti a sedmi četné, 
lichozpeřené, na rubu jsou modrozelené, krátce řapíkaté. Po rozemnutí listy nepříjemně 
páchnou. Liší se od bezu černého a to klínovitější bází. Pupeny jsou celé pokryté šupinami, 
raší současně s květy. Kvete uţ v dubnu, ţlutozeleně zbarvenými kvítky o průměru pouhých 
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0,5 cm, které jsou uspořádané v hustých latách dlouhých aţ 8 cm.  Květy vypadají podobně 
jako u bezu černého. Plodem jsou červené peckovičky, které jsou velké 4 - 5 mm, dozrávající 
od června do srpna. Červené plody se povaţují za slabě jedovaté. Semena jsou úzká, 
ţlutohnědá, v jednom plodu je jich 3 - 5. Rozlišovacím znakem u bezu černého a červeného je 
tvar květenství a plodenství a barva peckoviček. Ze semen lze dokonce získávat olej.             
V období vegetačního klidu se liší barvou dřeně uvnitř větve. U bezu červeného je barva 
dřeně skořicově hnědá, u černého bezu je dřeň bílá.  
Roste především v horách aţ do klečového pásma, ve světlých lesích a křovinách. Jeho 
domovinou je především severní část jiţní Evropy a střední Evropa, ve Skandinávii je 
zplaněný z kultur. V České republice se převáţně vyskytuje od vrchovin aţ po hranice lesa. 
Typické jsou nálezy v luţních, listnatých, suťových, ale i jehličnatých lesích. [4, 9, 10, 15]    
 
 
Obrázek 4: bez červený [16] 
2.1.3.2 Bez chebdí 
Bez chebdí (Sambucus ebulus L.) je také nazýván jako bez podzemní, jedná se o 
nepříjemně zapáchající vytrvalou bylinu, vysokou 0,5 - 2 m. Pro tento druh bezu je typická 
rýhovaná, oblá, nevětvená lodyha. Pro růst potřebuje vlhkou, humózní, kamenitou aţ hlinitou 
půdu, dostatečně bohatou na ţiviny. Listy jsou lichozpeřené, řapíkaté se 2 aţ 5 páry lístků, 
které jsou kopinaté, zubaté, krátce řapíkaté. Květy jsou bílé aţ narůţovělé, pravidelně 
vyrůstají v mnohokvětých koncových vrcholcích se třemi aţ pěti rameny. Kvete od června do 
srpna. Prašníky mají fialovou, později aţ temně rudou barvu. Nejčastěji se u nás vyskytuje 
v jiţních a východních Čechách a na jiţní Moravě, na okrajích lesa, pasek, křovinatých 
stráních, na čerstvě vlhkých, kamenitých aţ hlinitých a hlubokých půdách.  
Bez chebdí obsahuje řadu významných látek jako hořčiny, sacharosu, třísloviny a 
organické kyseliny. Dříve se tento druh bezu pouţíval v lidovém léčitelství. Má projímavé, 
potopudné a močopudné vlastnosti. Dnes se jiţ nedoporučuje, neboť při uţití většího 
mnoţství můţe dojít ke zvracení nebo průjmu. Také plody se odpradávna povaţovaly za 
jedovaté. Peckovičky by se neměly poţívat nezralé nebo syrové. [4, 8, 15] 
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Obrázek 5: Bez chebdí [17] 
2.1.4 Využití bezu černého v minulosti 
Okolo 4 000 - 3 000 let př.n.l. se datují archeologické nálezy, obsahující semena bezu 
černého, naleziště byla zaznamenána v Itálii a Švýcarsku. Roku 1644 n.l. byl Johnem 
Parkinsonem sepsán jeden z největších herbářů ,,Theatrum Botanicum―, ve kterém byl popsán 
bez černý. V minulosti byl černý bez pouţíván ve všech představitelných formách jako 
univerzální lék téměř na všechny nemoci (,,od bolestí zubů aţ po mor―). Ve středověku byl 
velmi chráněnou rostlinou. Také ho pouţívali k léčebným účelům známí přírodovědci a 
léčitelé starověkého Řecka a Říma. Dodnes jsou relativně zachovány zápisy o černém bezu a 
to ve starověkých římských, řeckých a středoasijských spisech lékařů, kterými byli Galenos, 
Hippokrates, Aviccena a později i Paracelsus. Většina receptur na přípravu léčivých 
prostředků se dochovala aţ do dnešní doby.  V minulosti se čerstvé plody uţívaly k barvení 
látek. [2, 18] 
Nezralé plody a listy obsahují mírně jedovaté látky, proto se tedy neuţívají vnitřně. Listy 
měly hlavní vyuţití při léčbě kloubních potíţí a to ve formě obkladů na postiţené části.          
Z kořenů se vyráběly odvary a výtaţky, které se vyuţívaly při migrénách, bolestech páteře, 
trojklaného nervu, bolestech periferního nervstva, ischiatických bolestech. Kořen se hlavně  
pouţíval při výrobě kloktadla. Větší mnoţství vypitého čaje z květů bezu černého působí 
potopudně a v lidovém léčitelství se doporučuje při horečnatých nemocech z nachlazení, ale 
zatím se v tomto ohledu nepodařilo prokázat ţádnou účinnou látku. Lýko, tedy vrstva, která 
se nachází pod borkou kmene a větví, se jiţ od pradávna pouţívalo proti vodnatelnosti a to i  
v případě přítomnosti volné tekutiny v břišní dutině, ale také slouţilo k léčbě otoků.             
[4, 8, 19, 20] 
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2.1.5 Využití bezu černého v současnosti 
Z keře černého bezu se dají pro léčebné účely vyuţívat téměř všechny jeho části, jak květy 
a listy, tak mladé jarní výhonky, kůra a s nejvyšší koncentrací účinných látek i kořen. Květy 
se sbírají přibliţně od začátku května aţ do června. Ostříhávají se vţdy celá květenství. 
Nejvhodnější je květy poloţit na papír a sušit je na stinném místě. Je důleţité dbát na dobrou 
klimatizaci, aby se zabránilo plesnivění a také, aby se celý proces sušení urychlil. Květy se 
nejlépe suší při teplotě maximálně 40 °C, poloţí se na pečící plech a vloţí do trouby. Květy je 
při sušení vhodné obracet. [21] Správně usušené květy lze lehce oddělit od stopky květenství. 
Velmi opatrně se květy prosejí přes síto a tím se oddělí od celého květenství. Květy se dají do 
nádoby z tmavého skla, aby nevyprchal esenciální olej a nádoba se musí dobře uzavřít. Listy 
bezu se sbírají od dubna do října. Kůra z mladých výhonků se sbírá od září do října. Sběr se 
provádí především pro lékařské účely. Kůru je moţné sušit buď ve stínu, nebo stejně jako u 
květů při teplotě maximálně 40 °C. Zralé plody bezu černého se sbírají v září aţ říjnu. Plody, 
kromě silného barviva, obsahují také semena. Je moţné sbírat i nezralé bobule bezu. Jedovaté 
látky (sambunigrin), které nezralé plody obsahují, se zničí během dalšího tepelného 
zpracování. [10, 22]  
Nejvhodnější pro vnitřní uţívání jsou květy a tepelně upravené zralé plody, ze kterých se 
mohou vyrábět různé limonády, sirupy a čaje. Sirup z bezových květů nebo čaj se můţe 
podávat při nemocech jako je nachlazení nebo při respiračních onemocněních. Usnadňuje 
vykašlávání a napomáhá k uvolňování dýchacích cest. Květy černého bezu patří mezi jedny   
z nejúčinnějších prostředků, které vyvolávají pocení a podněcují očistu organismu. Odvar 
z květů se doporučuje při chřipce, nachlazení, kataru, zmírňuje překrvení orgánů, také 
utlumuje kašel. Dále se doporučuje při dětských virových či vyráţkových onemocněních jako 
jsou plané neštovice, spála či spalničky. Květy napomáhají při sniţování horečky. Kloktání a 
výplachy úst nálevem z květů černého bezu se doporučují provádět při zánětu dutiny ústní 
(stomatitida), zánětu hltanu (faringitida), také při zánětu krčních mandlí (tonzilitida). [23] 
Proti zánětu spojivek slouţí nálev z květů bezu černého, buď se na oči aplikuje obklad, nebo 
se provádí omývání očí.  
Čaj z bezinek je také vhodné podávat při zánětech jater, ledvin a vodnatelnosti. Napomáhá 
pocení a sniţování tělesné teploty. Nálev z listů a květů zmírňuje bolesti, zvyšuje produkci 
mateřského mléka, má potopudný účinek, flavanoidy v něm obsaţené působí močopudně. 
Obklady a koupele s nálevem z listů se uţívají například při akné, ekzémech a dalších 
dermatózách.  Nálevy z listů bezu černého mají podobné vlastnosti jako z květů, avšak aroma 
je z nich méně příjemné. [19, 24] 
Čerstvé plody bezu mají vysoký obsah barviv, jsou vyuţívány tedy k obarvování 
potravinářských výrobků například dţemů, cukrovinek, rosolů, mléčných výrobků. Z plodů se 
připravují bezinková vína, povidla, šťávy, likéry, zavařeniny. [23] 
2.1.6 Obsahové látky bezu černého 
Květy obsahují třísloviny, alkaloidy, sliz, silice (0,03 - 0,14 %), pryskyřice, taniny, 
triterpeny (alfa- a beta-amyrin, oleanolovou a ursolovou kyselinu), flavanoidy (rutin, glykosid 
hyperosid, kvercitrin), kyselinu vinnou, jablečnou a baldriánovou, [10] fenolkarboxylové 
kyseliny (kávovou, chlorogenovou, ferulovou, p-kumarovou) a z minerálních látek je 
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významný obsah draslíku. Polyfenoly přítomné v květech bezu černého jsou naringenin a 
kyselina neochlorogenová. [13, 25]  
 
Plody obsahují alkaloidy sambucin a cholin, kyselinu jablečnou, flavanoidy, antokyany 
(0,2-1 %), silice (0,01 %), kyanogenní glykosidy, pektin, organické kyseliny, sacharidy 
(7,5 %) a v čerstvém stavu vitamin C (0,03 %), třísloviny (3 %), v semenech a slupce je 
obsaţen vitamin A a skupina vitamínů B – B1, B2, B6, B12 a kyselina panthotenová. 
Nejhojnější anthokyany ve zralých plodech S. nigra a S. ebulus jsou kyanidin-3-O-
sambubiosid, kyanidin-3-sambubiosid-5-glykosid, kyanidin-3-O-diglykosid, kyanidin-3,5-
diglykosid. Kyanidin-3-O-glykosid byl identifikován jako protirakovinná sloučenina, jeţ 
inhibuje růst buněk.[2, 10, 13, 19, 22, 24] 
 
Listy obsahují triterpeny, taniny, steroly, kyanogenní glykosidy a flavonoidy, dále byly 
identifikovány α-amyrin, β-amyrin, ursolová a oleanolová kyselina. [13] 
 
V kůře a kořenech se nachází alkaloidy, třísloviny, triterpenoidy, pryskyřice, methylester 
ursolové kyseliny, betulin, α-amyrin a β-sitosterin. [2, 4, 8, 26] 
 
Ve všech vegetativních orgánech jako jsou nezralé plody, výhonky či semena bezu černého 
je obsaţen kyanogenní glykosid sambunigrin. Z toho důvodu není tedy moţné poţívat nezralé 
nebo syrové bobule, protoţe můţe docházet k nevolnostem či zvracení. [25]  
Další kyanogenní glykosidy obsaţené v černém bezu jsou prunasin a m-hydroxy 
substituovaný glykosid zierin a holocalin, které se ovšem nevyskytují pravidelně u všech 
odrůd. Jejich přítomnost a vzájemný poměr vůči sambunigrinu je ovlivněn vegetačním 
obdobím, ve kterém se daný druh nacházel. Iridoidní glykosid morronisid byl izolován            
z mladých výhonků odebraných v dubnu, ovšem v plně vyvinutých listech nebo zelených 
plodech detekován nebyl. [13] 
Mezi další významné látky obsaţené v bezu černém jsou proteiny, zejména tzv. lektiny, 
které jsou nejvíc zastoupené v dřevnatých částech rostliny. 
2.2  Proteiny 
2.2.1 Charakteristika proteinů 
Slovo protein pochází z řeckého slova ,,protos― – první. Bílkovina je český název, který je 
odvozen od slova bílek. Základní jednotkou proteinů jsou aminokyseliny. Jedná se o 
organické kyseliny, které obsahují alespoň jednu aminoskupinu – NH2. V proteinech je 
obsaţena mimo aminokyselinových zbytků i řada dalších látek. Základní vlastnosti i 
architektura molekul proteinů jsou určovány přítomným druhem aminokyselinových zbytků, 
také pořadím, ve kterém jsou pospojovány v polypeptidových řetězcích a prostorovými 
vztahy jednoho aminokyselinového zbytku ke druhému. Z hlediska sloţení ţivé hmoty je 
nejdůleţitějších 20 kódovaných aminokyselin. [27] 
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Obrázek 6: Obecný vzorec aminokyselin [28] 
 
Proteiny jsou funkčně i fyzikálně komplexní makromolekuly. Tvoří jednu ze základních 
sloţek všech ţivých organismů. Aminokyseliny (AMK) se podle délky řetězce, který se 
vytvoří spojením pomocí peptidové vazby, dělí na oligopeptidy (2 - 10 AMK), polypeptidy 
(10 - 100 AMK) a proteiny (většinou více jak 100 AMK). [29] 
Hlavním nositelem funkce proteinů je jejich struktura, zejména pořadí aminokyselin, které 
je dáno genetickým kódem daného proteinu. Strukturu proteinů dělíme na primární, 
sekundární, terciární a kvartérní. 
 Primární – podmiňuje biologickou funkci a vlastnosti proteinů. Pořadí nukleotidů 
DNA určuje pořadí aminokyselin v polypeptidickém řetězci.  
 Sekundární – vzniká zejména prostřednictvím vodíkových můstků mezi vodíkem 
na dusíku peptidové vazby a kyslíkem karbonylu na čtvrtém následujícím 
aminokyselinovém zbytku. 
 Terciární – je trojrozměrná struktura celého polypeptidu, hlavní vliv zde mají 
disulfidické můstky, které ještě více stabilizují strukturu proteinu. 
 Kvartérní – tato struktura se vztahuje k prostorovému uspořádání jednotlivých 
podjednotek, ze kterých je daný protein sloţen. [27] 
 
Proteiny můţeme rozdělit do několika skupin na základě různých kritérií. 
Podle sloţení je můţeme dělit na jednoduché, obsahují jen aminokyseliny a sloţené, které 
obsahují i nepeptidové sloţky.  
Sloţené proteiny jsou širokou skupinou. Níţe je uvedeno jen několik nejvýznamnějších 
skupin: 
 glykoproteiny - sacharid vázaný na protein; 
 proteoglykany - jsou také sloţeny z peptidové a sacharidické sloţky, ovšem 
sacharidová převaţuje; 
 lipoproteiny - k proteinu je vázán zbytek lipidu; 
 metaloproteiny - součástí bílkoviny je iont kovu; 
 fosfoproteiny - bílkoviny s navázanou fosfátovou skupinou. 
 
Podle tvaru můţeme dělit proteiny na globulární (sféroproteiny), které mají peptidové 
řetězce stočené do klubíčka a fibrilární (skleroproteiny), jejichţ řetězce jsou v "nataţeném" 
stavu. [29, 30] 
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Některé z hlavních funkcí proteinů v organismu [27, 31] 
 regulační (hormony); 
 obranné (protilátky); 
 stavební (kolagen, skleroproteiny, keratin); 
 transportní (např. hemoglobin); 
 katalytické (enzymy) ; 
 pohybové (svalová tkáň).  
2.3 Proteiny bezu černého 
2.3.1 Lektiny 
Jedná se o velice důleţitou a velkou skupinu proteinů neimunitního původu, 
charakteristickou zejména tím, ţe váţe specifické sacharidy. S vysokou mírou specificity 
dokáţí vázat a rozpoznávat cukry ať volné, či vázané a to na glykoproteinech, glykolipidech 
nebo zbytkových oligosacharidech na povrchu buněk. Z toho vyplývá, ţe se lektiny účastní 
řady dějů, při kterých dochází ke specifickému rozpoznávání. Jedná se například o interakce 
patogenu a hostitele, imunologické reakce, kontakt kationtů buněk v tkáních a aglutinaci. [25] 
Pomocí hydrofobních interakcí, vodíkových můstků či koordinace bivalentních kationtů je 
realizována vazba se sacharidy a je reverzibilní. Různou specificitu vykazují lektiny                
k monosacharidům, interakce však často bývá slabá. Interakce s oligosacharidy je oproti tomu  
vysoce specifická a afinita můţe být i o několik řádů vyšší. Za přirozené substráty jsou tedy 
povaţovány oligosacharidy. Vazebné místo lektinů pro cukry je schopno rozpoznávat a 
přizpůsobovat se sacharidovým ligandům prostřednictvím mechanizmu zámku a klíče 
zahrnujícího komplexní síť vodíkových vazeb. Formace komplexu sacharid - protein zahrnuje 
dislokaci molekul vody spojených s polárními skupinami proteinu a okolo vysoce polárního 
sacharidu se stabilizují nové vodíkové vazby. Ty mají spolu s Van der Waalsovými silami 
hlavní vliv na stabilitu vazby. [32] 
Lektiny se vyskytují u všech organismů, ale původně byly objeveny u rostlin. Aglutininy, 
tak byly pojmenovány první objevené lektiny. Název dostaly podle schopnosti aglutinovat 
(sráţet, shlukovat) červené krvinky. Patří sem například wheat germ agglutinin - WGA,  
Ricinus communis agglutinin - RCA a také Sambucus nigra agglutinin - SNA. [32] 
Schopnost rostlinných extraktů aglutinovat erythrocyty byla poprvé zjištěna v roce 1888 při 
zkoumání toxicity Ricinus communis. Získaný ricin, toxický hemaglutinující protein, byl 
pouţit v imunologických studiích na konci 19. století. V roce 1954 byla pojmenována nová 
skupina proteinů, lektiny, jejichţ název pochází z latinského lectus. Lektiny jsou v přírodě 
široce rozšířeny a byly nalezeny v mikroorganismech, zvířatech a rostlinách. V případě rostlin 
byly lektiny izolovány z listů, plodů, kořenů, hlíz a semen. [13]  
Lektiny obsaţené v černém bezu patří do skupiny ribozom inaktivujících proteinů (RIP) 
s N-glykosidázovou aktivitou působící na velkou ribozomální RNA, zabraňují jí v zapojení do 
syntézy proteinů. RIP inaktivují také ribozomy některých rostlin a bakterií stejným 
mechanizmem jako u ţivočišných buněk a to depurinací ribozomů.  
RIP se dělí na dva typy. Typ 1 se skládá z jediného polypeptidového řetězce, který 
enzymaticky poškozuje ribozomy. Typ 2, u kterého je enzymaticky aktivní řetězec A spojen 
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přes disulfidovou vazbu s větším řetězcem B, který vykazuje vlastnosti galaktózo-              
specifického lektinu. Rozdílná účinnost mezi RIP typu 1 a 2 byla přisouzena právě 
přítomnosti řetězce B, který je schopen navázat se na buňku. Z historických důvodů jsou 
lektiny obsaţené v rodu Sambucus označovány jako Sambucus nigra aglutininy (SNA). 
Obsah lektinů v černém bezu je mnohem niţší v létě neţ v zimě, coţ ukazuje na roli 
lektinů jako zásobních proteinů. Lektiny mají vzhledem ke svým vlastnostem vyuţití ve 
fyziologii a medicíně. Plody a kůra černého bezu obsahují komplexní směs lektinů, některé 
jsou toxické a některé netoxické. Řada z nich má obranné funkce před chorobami a predátory, 
funkce jiných není zcela zřejmá. [25] 
 
Tabulka 2: RIP typu 2 obsaţené v černém bezu. [25] 
  
tkáň protein 
Mr (SDS-PAGE) (kDa) 
Specifický sacharid 
IC50 
(nM)   řetězec A řetězec B A + B 
S
. n
ig
ra
 
kůra nigrin b 58,0 26,0 32,0 Gal/GalNAc 0,10 
kůra bazický nigrin b 64,0 32,0 32,0 neurčen 0,02 
kůra SNA-I 240,0 33,0 35,0 Neu5Ac-Gal/GalNAc 1,65 
kůra SNA-I´ 120,0 32,0 35,0 Neu5Ac-Gal/GalNAc 1,25 
kůra SNRLP1 68,0 34,0 34,0 oligomery GalNAc 7,00 
kůra SNRLP2 62,0 30,0 32,0 oligomery GalNAc 7,00 
kůra SNA-V 120,0 - - Gal/GalNAc - 
plody nigrin f 58,0 26,0 31,6 Gal 0,03 
semena nigrin s 57,3 26,0 31,0 Gal - 
 
2.3.1.1 Nigrin b 
Nigrin b je galaktózo-specifický lektin izolovaný z kůry bezu černého, je strukturně i 
enzymatickou aktivitou podobný ricinu a dalším ribozom - inaktivujícím proteinům (RIP) 
typu 2. Přes to vykazuje mnohem menší toxicitu vůči ţivočišným buňkám. Ricin i nigrin b 
jsou schopny depurinovat savčí ribozomy, coţ je specifická vlastnost RIP, skrze kterou 
inhibují proteosyntézu v bezbuněčných systémech. Pracují na stejném principu. B řetězec 
díky interakci lektin - receptor umoţňuje A řetězci vstoupit do cytoplazmy a usmrtit buňku. 
Analýzou genu kódujícího nigrin b, který byl klonován a následně sekvenován, se prokázalo, 
ţe se aminokyselinové sekvence mezi nigrinem b a ebulinem I značně shodují, avšak mají 
rozdílnou kvartérní strukturu. V závislosti na pouţité purifikaci byla určena struktura nigrinu 
b jako dimerní typu A-S-S-B - (nigrin b) a tetramerní (A-S-S-B)2 - (SNA-V) při odlišných 
podmínkách. [25] 
Nigrin b inhibuje proteosyntézu v bezbuňečných systémech savčích buněk s účinností 
velmi blízkou ebulinu I a stejně tak je neaktivní vůči rostlinným a bakteriálním ribozomům. U 
nigrinu b byla zkoumána vazba a inkorporace s HeLa buňkami. Výsledky tohoto výzkumu 
naznačují, ţe ricin a nigrin b mají počáteční fázi svých účinků stejnou, posléze ale interagují 
kaţdý jinak. Oba se váţí na receptory plazmatické membrány. Jsou internalizovány do 
endosomálního prostoru, ale ricin následuje speciální dráhu do trans-Golgi sítě a poté do 
endoplazmatického retikula, odkud je přesunut do cytosolu. Nigrin b je "recyklován" zpět       
k plazmatické membráně a následně vyloučen z buňky. [25, 33] 
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2.3.1.2 Bazický nigrin b 
Při analýze pomocí elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za přítomnosti dodecylsíranu 
sodného (SDS-PAGE) bylo prokázáno, ţe se tento lektin skládá ze dvou řetězců o přibliţné 
délce 32 kDa, bohuţel se je pomocí této techniky nepodařilo separovat. Metodou hmotnostní 
spektroskopie bylo upřesněno, ţe bazický nigrin je heterodimer skládající se ze dvou 
podjednotek o hmotnosti 31 046 Da a 32 127 Da. Jeho nejvýraznější vlastnosti jsou 
následující. Je extrémně účinným inhibitorem syntézy proteinů v lyzátech králičích 
retikulocytů a vyskytuje se ve vysokých koncentracích v kůře černého bezu v období září - 
říjen a to 900 mg/kg kůry. Přítomnost tryptických peptidů získaných z bazického nigrinu b 
dokazuje, ţe se jedná o jiný protein neţ SNA-I, SNA-I´ a SNLRP2. [33] 
2.3.1.3 SNA-I 
Byl první izolovaný lektin z rodu Sambucus, a proto byl nejvíce studován. Je specifický 
tvorbou silných vazeb s kyselinou sialovou, coţ je neobvyklé u rostlinných lektinů. Jedná se o 
oktamerní protein s typem struktury [(A-S-S-B)2]2. Jeho kódující gen (LECSNAI) byl 
klonován, na základě čehoţ bylo potvrzeno, ţe se jedná o RIP typu 2. SNA-I má 54 % 
aminokyselinovou identitu s lektinem SNA-V. Je široce pouţívaným nástrojem                        
v glykokonjugátovém výzkumu, zvláště při identifikaci Neu5Ac(α-2,6) vazeb na povrchu 
rakovinných buněk. V závislosti na této schopnosti je zkoumáno jeho pouţití při predikci 
recidivy rakoviny tlustého střeva. [13, 25] 
2.3.1.4 SNA-I´ 
SNA-I´ je varianta lektinu SNA-I, od které se liší jen minimálně. SNA-I´ byl také získán     
z kůry černého bezu, jedná se o minoritní sloţku, vyskytuje se obvykle v 200krát niţší 
koncentraci neţ SNA-I, je velmi podobný sloţením i vlastnostmi SNA-I, avšak má jinou 
strukturu typu (A-S-S-B)2. [25] 
2.3.1.5 SNA-II 
Další lektin obsaţený v kůře bezu černého - SNA-II je specifický pro 2-acetamido-2-
deoxy-D-galaktózu. SNA-I a SNA-II jsou přítomny ve srovnatelných mnoţstvích a společně 
tvoří 60 - 80 % celkových proteinů obsaţených v kůře v zimním období. S lektinem SNA-II 
má vysokou aminokyselinovou sekvenční homologii nigrin b. Podobně jako další protein 
obsaţený v kůře bezu SNLRP, má zkrácený řetězec B, ale jeho aminokyselinová sekvence je 
značně podobná SNA-I. [13] 
 
2.3.1.6 SNA-III 
Tento lektin byl izolován z plodů bezu černého a skládá se ze dvou izoforem, coţ bylo 
následně potvrzeno a jako RIP typu 2 byl pojmenován nigrin f. Podobný lektin byl nezávisle 
na předchozím izolován z vysušených semen a označen jako SNA-III. Tyto dva lektiny byly 
později odlišeny a následně identifikovaný lektin z plodů bezu černého byl přejmenován na 
SNA-IV. Strukturně a serologicky jsou si lektiny SNA-III a SNA-II velmi podobné, ale také 
velmi odlišné od SNA-I. Později důkladněji studované izoformy lektinu SNA-IV typu RIP 1 
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byly nalezeny v bezinkách, nigrin f1 byl identifikován jak v nezralých tak zralých plodech, 
nigrin f2 byl identifikován pouze ve zralých plodech. [13] 
 
2.3.1.7 SNA-IVf 
Hlavní protein obsaţený v plodech bezu černého SNA-IVf má téměř identickou 
aminokyselinovou sekvenci jako toxický RIP SNA-Vf, kromě zkráceného řetězce A, jeţ jej 
činí netoxickým. V ovoci tvoří SNA-Vf pouze 3 % z celkových proteinů. V plodech byl dále 
nalezen chitin vázající lektin SN-HLPf, který má velmi malou antifugální aktivitu, byl spojen 
s proteiny tohoto typu u ostatních druhů bezu. [13] 
2.3.1.8 Ostatní lektiny 
Nigriny l1 a l2 
Tyto nigriny byly izolovány z listů S. nigra. Jejich akumulace probíhá ve výhoncích, niţší 
obsah je v plně vyvinutých listech a ve starých listech chybí úplně. Z doposud získaných dat 
se usuzuje, ţe jsou obdobou SNA-V obsaţenou v listech. 
Nigrin f 
Byl získán ze zralých a nezralých plodů černého bezu. Je to nejtoxičtější doposud známý 
RIP typu 2 extrahovaný z rodu Sambucus. Během zrání plodů se jeho koncentrace značně 
sniţuje.  
Nigrin s 
Byl identifikován v semenech černého bezu pomocí anti-nigrin b polykolonálních 
protilátek. Ačkoliv nebyl izolován, surový extrakt inhibuje proteosyntézu v lyzátech králičích 
retikulocytů a vykazuje obecnou N-glykosidázovou aktivitu běţných RIP. 
SNLRP1 a SNLRP2 
jsou podobné proteiny se vzájemnou shodou u 91 % aminokyselin. Oba proteiny také 
vytváří podobnou strukturu jako ricin. Současně inhibují proteosyntézu v lyzátech králičích 
retikulocytů, ale pouze při extrémně vysoké koncentraci. Navzdory aminokyselinové 
homologii s bazickým nigrinem b mají 30 000krát niţší inhibiční aktivitu na syntézu proteinů. 
[13, 25] 
2.3.1.9 Hololektiny 
Rod Sambucus obsahuje značné mnoţství hololektinů s obdobnou aminokyselinovou 
sekvencí jako B řetězec u RIP typu 2. Z bezu chebdího byly identifikovány následující 
dimerní proteiny: SELld, SELfd a SELblo, monomerní lektiny SEAr, a SEAlm. 
Z černého bezu byly extrahovány dimerní lektiny SNA-II o relativní molekulové hmotnosti 
60 kDa, SNA-III - 60 kDa a SNA-IV s 64 kDa. Všechny výše zmíněné vykazují Gal/GalNAc 
specificitu. [25] 
2.3.2 Potenciální biologické role lektinů obsažených v rodu Sambucus 
Doposud nebyla získána data, která by jednoznačně potvrzovala roli lektinů v černém bezu. 
Nicméně existují důkazy, ţe lektiny hrají roli v obranných systémech proti virům a hmyzím 
predátorům. Ačkoliv nejsou lektiny SNA-I, SNA-V a SNLRP aktivní vůči rostlinným 
ribozomům, vykazují polynukleotidovo-adenosin glykosidázovou aktivitu proti viru tabákové 
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mozaiky. Při zkoumání lektinu SNA-I bylo zjištěno, ţe má insekticidní vlastnosti závislé na 
schopnostech jeho B řetězce vázat sacharidy. Výskyt specifické vazebné schopnosti u 
některých lektinů pro vazby Gal/GalNAc a NeuAc(α-2,6) naznačuje, ţe by mohly hrát roli při 
rozeznávání sacharidů přítomných na povrchu buněk. [34]  
Role lektinů v obraně proti různým patogenům spočívá především v jejich rozpoznávacích 
schopnostech umoţňujících rozlišení a navázání se na daný patogen. [25] Dále se také testují 
transgenní rostliny obsahující geny bezu černého, například geneticky modifikované rostliny 
tabákovníku, u kterých je cílem zvýšit jejich obranyschopnost proti viru tabákové mozaiky. 
[35, 36] 
2.3.3 Stanovení proteinů 
Pro stanovení koncentrace proteinů lze pouţít několik metod. Výběr metody, která je pro 
dané stanovení nejvhodnější, záleţí především na dostupné instrumentaci a charakteru vzorku. 
Dříve byly často pouţívány metody dle Kjeldahla, refraktometrické či gravimetrické.            
V současnosti ustupují do pozadí a pouţívají se více metody spektrofotometrické. [37] 
Ze spektrofotometrických metod jsou to například metody Lowryho, Biuretová, 
Ninhydrinová, Bradfordova či přímé spektrofotometrické stanovení v UV oblasti. 
Biuretová metoda je zaloţena na reakci měďnatého kationtu v zásaditém prostředí               
s peptidovou vazbou. Alkalické pH je zásadní, jelikoţ musí dojít k ionizaci imidových skupin 
polypeptidového řetězce. Barevný komplex, který při reakci vzniká, má název biuret a 
absorpční maximum 550 nm. [38] 
Lowryho metoda je jistým vylepšením metody Biuretové, jelikoţ je pouţito Folin-
Ciocalteauovo činidlo, které obsahuje kyselinu fosfowolframovou a fosfomolybdenovou. 
Tyto kyseliny jsou redukovány zbytky proteinů a vytváří modré zabarvení. Nevýhodou této 
metody je delší doba inkubace a také pH, které musí být udrţováno v rozmezí 10 aţ 10,5 pH.  
Ninhydrinová metoda je zaloţena na hydrolýze aminokyselin pomocí 6 % kyseliny sírové 
při 100 °C. Vzniklý roztok je následně neutralizován a reakcí s ninhydrinem vzniká barevné 
zabarvení. 
Přímé spektrofotometrické stanovení je zaloţené na přítomnosti chromoforů v molekule 
proteinu, jejichţ absorpční maximum je 280 nm. Toto maximum je dáno absorpcí zejména 
tryptofanu a tyrosinu. Stanovení je ovšem ovlivněno přítomností nukleových kyselin, jejichţ 
absorpční maximum je 260 nm. Metoda se tedy zakládá na měření poměru absorbancí při 
vlnových délkách 280 a 260 nm, případně jiných. 
Bradfordova metoda je zaloţena na pouţití Bradfordova činidla, jeţ obsahuje barvivo 
Coomassie brilliant blue G-250, ethanol a kyselinu fosforečnou pro udrţení kyselého pH. Při 
reakci vzniká modré zabarvení, které je relativně stálé. Jedná se o citlivou a často vyuţívanou 
metodu, která je aţ 5krát citlivější neţ metoda Lowryho. [39, 40] 
Pro stanovení čistoty proteinu je nejrozšířenější metodou SDS-PAGE. Pomocí SDS, coţ je 
aniongenní detergent, je proteinům udělen jednotný záporný náboj. Vzorky jsou naneseny na 
gel, kde dochází pomocí vloţeného napětí putování proteinů k anodě. Hustota zesíťování je 
ovlivněna koncentracemi pouţitých komponent při přípravě gelu, coţ spolu s proudem a 
napětím má hlavní vliv na rychlost putování daného proteinu. Na rychlost migrace má 
největší vliv velikost a s tím spojená hmotnost dané molekuly. [41] 
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Pro stanovení jednotlivých aminokyselin lze vyuţít chromatografii tenkovrstvou, případně 
papírovou či vysokoúčinnou tenkovrstvou chromatografii. Tyto metody umoţňují 2D 
stanovení, kdy proběhne eluce za pouţití jedné mobilní fáze. Chromatografovaná deska či 
papír se otočí o 90° a vloţí zpět do komory s jinou mobilní fází. Pro detekci je moţno vyuţít 
ninhydrin či 2,4-dinitrofluorbenzen. [40] 
 
Další moţností při analýze bílkovin je volba metody vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie na nepolárních adsorbentech (RP-HPLC), která umoţňuje dělení proteinů na 
základě rozdílné hydrofobicity.  
2.4 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
2.4.1 Historie chromatografie a základní popis techniky  
Objev chromatografických metod je připisován ruskému botanikovi M.S.Cvětovi. Ten       
v roce 1903 rozdělil na sloupci sorbentu uhličitanu vápenatého listová barviva chlorofylů a 
karotenoidů. Jako mobilní fázi pouţil směs organických rozpouštědel. [42] Teprve po 
objevení rozdělovací chromatografie začátkem 40. let 20. století, se kolonová kapalinová 
chromatografie začala rozvíjet ve své klasické podobě.  
 Současná vysokoúčinná kapalinová chromatografie je technikou jak vysokotlakou tak 
vysokorychlostní. Od roku 1965 se stává HPLC jednou z nejrozšířenějších analytických a 
separačních technik. [43] Vývoj HPLC poskytl rozvoj dalších chromatografických kolon a 
jejich náplní. Zavedením pelikulárních náplní, mikropartikulárních a povrchově porézních 
náplní a po zvládnutí techniky jejich plnění, se zvýšila účinnost kolon. S rostoucí účinností 
kolon rostl i zájem o analýzy vysokomolekulárních, termicky labilních a málo těkavých látek 
ve farmacii, potravinářském průmyslu, biochemii a polymerní chemii. S rozvojem 
stacionárních fází s chemicky vázanými fázemi začal růst počet aplikací v oboru HPLC. 
D.T. Day současně v tomto období rozdělil na sloupci sorbentu některé sloţky ropy. Za 
práci v oboru chromatografie získali v roce 1952  A.J.P. Martin a R.L.M. Synge Nobelovu 
cenu. [44, 45] 
Chromatografie je metoda, při které se oddělují, neboli separují sloţky obsaţné ve vzorku. 
V daném experimentálním uspořádání můţe být výsledek separace sloţek i to, ţe se 
zkoumaná směs skládá například ze tří odlišných látek, nebo je naopak vytvářena jenom 
jednou látkou a jde o látku v čistém stavu. Kvalitativní analýza má za výsledek zjištění, jaké 
jsou ve směsi obsaţené látky. Výsledkem kvantitativního rozboru je zjištění, v jaké 
koncentraci jsou ve směsi obsaţené jednotlivé látky. Je nutné pro vykonání kvalitativní a 
kvantitativní analýzy nejprve od sebe oddělit jednotlivé sloţky směsi. [46] 
Tato metoda je vhodná pro dělení méně těkavých, tuhých a organických látek, které jsou 
buď rozpustné ve vodě, či zředěných kyselinách nebo organických rozpouštědlech. Její 
předností je vysoká účinnost, robustnost a opakovatelnost. Základním principem 
chromatografie je rozdělování sloţek směsi mezi stacionární (nepohyblivou) a mobilní 
(pohyblivou) fází. Mobilní fáze se v chromatografickém systému pohybuje, můţe to být plyn 
nebo kapalina. Je-li mobilní fází právě kapalina, pak se tato chromatografie nazývá 
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kapalinová, pokud je mobilní fází plyn, jedná se o plynovou chromatografii. Stacionární fáze 
je fáze, která je v chromatografickém systému nepohyblivá. [45] 
2.4.2 Dělení chromatografických metod 
V současné době existuje široká škála chromatografických metod, které lze rozdělit podle 
různých hledisek. 
 
Podle skupenství mobilní fáze: 
Plynová chromatografie - mobilní fází je plyn. 
Kapalinová chromatografie - mobilní fází je kapalina. 
Fluidní chromatografie - mobilní fází je látka v nadkritickém stavu. 
Plazmová chromatografie - mobilní fází je proud iontů. 
 
Podle uspořádání stacionární fáze: 
Kolonová chromatografie (sloupcová) - stacionární fáze je umístěna v trubici (koloně). 
Papírová chromatografie - stacionární fázi tvoří papír nebo upravená celulóza. 
Chromatografie na tenké vrstvě - stacionární fáze je suspenze v podobě tenké vrstvy na 
pevném rovném podkladu (např. hliníkové fólii, skleněné desce). [46] 
  
Podle povahy děje, jenž převažuje při separaci: 
Většinou se při separaci uplatňuje několik fyzikálně - chemických dějů zároveň, jeden 
z nich ale převládá. 
 
Adsorpční chromatografie -  o separaci rozhoduje různá schopnost sloţek adsorbovat se 
na povrch stacionární fáze. 
Iontová chromatografie - o separaci sloţek rozhodují odlišně velké elektrostatické 
přitaţlivé síly mezi funkčními skupinami stacionární fáze a ionty vzorku. 
Gelová chromatografie - podle velikosti se sloţky separují na pórovité stacionární fázi, 
kdy se menší molekuly vzorku zachycují v pórech gelu déle neţ molekuly větší. 
Afinitní chromatografie - fáze stacionární je schopna vázat ze vzorku právě určité sloţky, 
k nimţ má úzce selektivní vztah. 
Rozdělovací chromatografie - o oddělení rozhoduje rozdílná rozpustnost sloţek vzorku 
v mobilní fázi a stacionární fázi. [46, 47, 48] 
2.4.3 Instrumentace v HPLC 
Kapalinový chromatograf se skládá z několika částí, kde kaţdá část plní určitou funkci. 
Jednou z funkcí je uchování a transport mobilní fáze, dále je to dávkování vzorku, separace 
látek, detekce látek a jedna z posledních funkcí je záznam dat pro následné vyhodnocení. 
Mobilní fáze je při isokratické eluci vedena ze zásobníků mobilní fáze do vysokotlakého 
čerpadla. Při gradientové eluci jsou mobilní fáze vedeny ze dvou či více zásobníků a ve 
směšovači jsou míseny podle nastaveného programu. Směšovač bývá zařazený před 
vysokotlakým čerpadlem. Také je moţné provést gradientovou eluci prostřednictvím dvou 
vysokotlakých čerpadel, kdy směšovač je zařazen za vysokotlakým čerpadlem. V odplynovači 
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je provedeno odplynění mobilní fáze. Poté je vedena mobilní fáze přes zařízení pro dávkování 
vzorku do chromatografické kolony, ta je přímo spojena s detektorem, na jehoţ výstupu můţe 
být ještě zařazen sběrač jednotlivých frakcí. Signál, který vznikne na detektoru, můţe být 
veden buď do datové stanice, nebo elektronického integrátoru. [49] 
 
Transport mobilní fáze - do této kategorie se řadí zásobníky mobilní fáze, vysokotlaké 
čerpadlo, tlumič pulsů, degaser a směšovač mobilní fáze. Pro zachycení suspendovaných 
tuhých částic před vstupem do HPLC systému jsou v zásobníku mobilní fáze umístěny 
speciální filtry. Je důleţité zásobníky mobilní fáze uzavřít tak, aby z nich mohla odtékat 
kapalina, ale přitom aby nedocházelo k úniku par do ovzduší a také aby nebyly 
kontaminovány z okolního prostředí. Většinou jsou spoje zásobníku mobilní fáze 
s degaserem, směšovačem s vysokotlakým čerpadlem, vyrobeny z nerez oceli nebo teflonu. 
 
Odvzdušnění a odplynění mobilní fáze - je to důleţitý krok, který přináší řadu výhod. 
Patří mezi ně reprodukovatelnost objemu nástřiku, stabilní průtok mobilní fáze, 
reprodukovatelné retenční časy, vysoká citlivost u mnoha typů chromatografických detektorů 
a nízký šum základní linie. 
Odplyňování mobilní fáze se provádí především proto, aby při změně tlaku na výstupu 
z chromatografické kolony nebo i v koloně nedocházelo k uvolňování bublinek rozpuštěných 
plynů. Vliv na funkci vysokotlakého čerpadla mají plyny, které jsou rozpuštěné v mobilní 
fázi. Tím dochází k zavzdušnění hlavy pumpy a k uvolnění bublin v sacích ventilech, coţ má 
negativní vliv na průběh analýzy. To následně vede ke kolísání tlaku v systému, především při 
gradientové eluci, kdy jsou míseny dvě a více mobilních fázi, při čemţ se rozpouštěný plyn 
snadněji uvolní. V současnosti jsou vyuţívány dva způsoby odplynění mobilní fáze, buď 
pouţitím vakuového degaseru, nebo probublávání heliem. V dnešní době je levnější a daleko 
účinnější pouţití vakuového degaseru. Přes polopropustnou kapiláru prochází mobilní fáze, 
jejíţ stěny propouštějí jen plyny a ta je umístěna ve vakuové komoře. Kontinuální odplynění 
mobilní fáze při vyuţití vakuového čerpadla zajišťuje odlišnost tlaku vně a uvnitř kapiláry. Je 
nezbytné dodrţovat při odplyňování pomocí vakuového degaseru kompatibilitu desageru a 
mobilní fáze. Umístění zásobníku mobilní fáze musí být takové, aby docházelo k vyrovnávání 
tlaků. Je nezbytné, aby byl umístěn výše, neţ je chromatografické čerpadlo, ale nesmí být 
pouţit takový uzávěr zásobníku, jenţ by nedovoloval vyrovnání atmosférického tlaku a tlaku 
uvnitř zásobníků. [50] 
 
Čerpadlo  
Čerpadla musí být vysokotlaká a to z důvodu, ţe kolony s velikostí částic kolem 10 µm a 
menší kladou velký odpor. Proto jsou nutné k dosaţení optimálních průtoků vysoké vstupní 
tlaky a to aţ desítky MPa. Čerpadla musí mít reprodukovatelný, konstantní a bezpulzní 
průtok. Hodnoty průtoku se pohybují v μl.min-1 pro mikronáplňové kolony, v nl.min-1 pro 
kapilární kolony, pro běţné náplňové kolony kolem 1 ml.min-1 a pro preparativní kolony se 
hodnoty pohybují v desítkách ml.min-1. Pro malé průtoky se pouţívají pístová čerpadla, 
nejčastěji pístová dvoučinná čerpadla.  U těchto čerpadel je nevýhodou, ţe se pulsní chod 
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kompenzuje pouţitím dvou či více čerpadel najednou. Písty se tedy nepohybují rovnoměrně, 
ale parabolicky s časem a jejich činnost je fázově posunuta. [49] 
V zásadě se pro gradientovou eluci pouţívají dva způsoby. První způsob je směšování 
mobilních fází za nízkého tlaku a druhý způsob je směšování mobilních fází za vysokého 
tlaku. U prvního způsobu postačí pouze jedno čerpadlo, tudíţ je tento způsob levnější. U 
druhého způsobu jsou vyţadována dvě čerpadla. Mísení sloţek probíhá těsně před kolonou, 
proto tedy skutečné sloţení fáze odpovídá programovanému sloţení. [50] 
 
Dávkovací zařízení 
Jako dávkovací ventily jsou často pouţity ventily šesticestné s vyměnitelnou smyčkou, 
které jsou plněny injekční stříkačkou. Objem smyčky se pohybuje od desítek nanolitrů po 
mikrolitry. Dávkování je moţno lehce automatizovat a je důleţité, aby bylo reprodukovatelné 
(opakovatelnost nástřiků se pohybuje kolem 0,2 %). Dávkované vzorky jsou dále přiváděny 
do kolony. 
V současné době jsou pouţívány manuální smyčkové dávkovače, které pracují na principu 
přepínacích ventilů anebo ve značně větší míře různé konstrukce automatických dávkovačů 
(tzv. autosamplery). Autosamplery jsou tedy automatické dávkovače, které jsou spojeny se 
zásobníkem vzorků, ve kterém jsou umístěny mikronádobky (vialky) uzavřené perforovanou 
zátkou z polypropylenu nebo pryţovým septem. Teflonem bývá ještě pokryta vnitřní část 
septa, ten zamezuje přímému kontaktu vzorku s pryţovým septem. Vialky mohou být různých 
objemů, nejčastěji jsou to 2 ml, uzavíratelné jsou pomocí šroubovacího uzávěru, nebo se 
uzavírají hliníkovým uzávěrem. Vialky jsou nejčastěji plastové nebo skleněné. Pro zamezení 
přístupu světla se pak pouţívají vialky z tmavého skla. Jestliţe je k dispozici omezené 
mnoţství vzorku, pak se do vialek vkládají tzv. inserty, s jejichţ přítomností dojde ke sníţení 
objemu vialky a nárůstu výšky hladiny vzorku uvnitř oproti případu, kdy insert pouţit nebyl. 
[47, 50] 
 
Kolony 
Chromatografické kolony, jsou nejčastěji vyráběny z nerezové oceli, ale mohou být i 
plastové či skleněné. Vnitřní povrch kolony musí být zhotovován z materiálu, který  vykazuje 
určité vlastnosti. Musí být odolný vysokým tlakům (aţ do 100 MPa), i kdyţ pracovní tlak na 
koloně můţe být niţší. Vnitřní povrch musí být dokonale hladký. Je nutné, aby odolával 
chemickému působení mobilní fáze. Chromatografická náplň má obecně jinou strukturu 
uloţení u stěny kolony neţ ve středu kolony. To způsobuje zvýšení propustnosti kolony vedle 
stěn kolony a rychlejší tok mobilní fáze podél stěny kolony. Je moţné pouţívat kolony ze 
speciálně tvrzeného skla, jeţ jsou ukládány do kovového pouzdra, ale pouze do tlaku 20 MPa. 
[48] 
Dnes jsou pro analytické účely pouţívány konvenční analytické kolony, které mají vnitřní 
průměr 2,1 aţ 5 mm, délku 10 aţ 300 mm a jsou plněné náplněmi o velikosti částic 1 aţ 
10 µm. 
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Kolony se skládají ze dvou základních částí: 
vlastní tělo (jedná se o trubici s hladkým vnitřním povrchem), 
koncovka kolony, která má tři funkce distribuovat vţdy rovnoměrně mobilní fázi i analyt a 
to přes celý průřez chromatografického loţe, zajistit těsnost systému a zadrţovat náplně 
kolony. 
 
 
Obrázek 7: HPLC kolona [51] 
Klasická HPLC kolona je sloţena z kovového pláště (1), frity (2), stacionární fáze (3), 
ochranného krouţku (4), koncové hlavice (5) a vstupem pro kapiláru se šroubem (6). [50] 
 
Termostaty 
Veškeré typy termostatů by měly zajišťovat naprosto rovnoměrné rozprostření teploty 
v celém prostoru a taktéţ zabraňovat lokálním teplotním výkyvům. Termostaty pro HPLC 
systémy lze rozdělit na dva typy a to na kapalinové a teplovzdušné. Dále pak mohou být 
teplovzdušné termostaty ještě rozděleny na jednodušší pasivní a na termostaty s nuceným 
oběhem temperovaného vzduchu (pracují s větší přesností a chlazení nebo ohřev 
chromatografické kolony je rychlejší). Kapalinové termostaty zajišťují lepší přenášení teploty 
a obecně pracují s vyšší přesností nastavení teplot (většinou jsou pouţívány především pro 
teploty vyšší neţ 100 °C). Moderní termostaty jsou jiţ vybaveny senzorem detekujícím únik 
kapaliny nebo zabudovaným detektorem organických par. [50] 
 
Detektory 
V HPCL systému jsou detektory umístěny za chromatografickou kolonou a zaznamenávají 
odlišnost v signálu mezi průchodem mobilní fáze obsahující analyt a čisté mobilní fáze. Cíl je, 
aby detektor přispíval co nejméně k rozmytí elučních křivek, stejně tak by měl mít malý 
vnitřní objem. Jeho signál by měl být reprodukovatelný, stabilní a také lineárně závislý na 
koncentraci v co nejširším rozsahu. Detektor by měl mít mez detekce co nejniţší a naopak 
citlivost co nejvyšší. Signál by neměl obsahovat drift a měl by mít co nejmenší šum. 
Detektory se nejčastěji dělí na koncentrační a hmotnostní. Detektory koncentrační reagují 
na změnu sloţky hmotnostní koncentrace v eluentu dm/dV a to nezávisle na rychlosti přívodu 
sloţky do detektoru. Reakce hmotnostních detektorů na hmotnostní změnu toku sloţky 
v eluentu je vyjádřena jako dm/dt. [50] 
Dále se mohou detektory dělit jiným způsobem na nedestrukční, u těchto detektorů 
nedochází k chemické změně detekované komponenty, a destrukční, u kterých se naopak 
detekovaná komponenta ireverzibilně mění.  
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Analytická vlastnost systému se vyuţívá k detekci, která je v reprodukovatelném a známém 
vztahu ke koncentraci analytu. Detektory se podle toho rozlišují buď na univerzální, nebo 
selektivní. Univerzální měří vlastnosti jako celku, jedná se o tepelnou vodivost, index lomu a 
relativní permitivitu. Selektivní detektory měří elektrolytický proud při určitém potenciálu, 
absorbanci při určité vlnové délce atd. Jsou vhodnější především při analýze sloţek 
přítomných v komplikovaných matricích a jsou také citlivější. V HPLC jsou běţně pouţívány 
fluorimetrické, hmotnostní, spektrofotometrické, refraktometrické a elektrochemické 
detektory.  
Fluorimetrické detektory jsou selektivní detektory, které mají velmi vysokou citlivost.  
Spektrofotometrické detektory v HPLC patří mezi nejpouţívanější, protoţe jsou provozně 
spolehlivé, poměrně jednoduché, jsou kompatibilní s gradientovou elucí a lze jimi detekovat 
velké mnoţství látek.  
Refraktometrické detektory se řadí mezi univerzální detektory. Jsou vyuţívány k měření 
rozdílu indexů lomu solutu v mobilní fázi proti mobilní fázi.  
Ve spojení s HPLC patří mezi nejrozšířenější elektrochemické detekce ty, které pracují 
s konstantním potenciálem. Elektrochemické detekce mají vysokou selektivitu, široký lineární 
koncentrační rozsah a vysokou citlivost.  
V dnešní době je nejvíce vyuţíváno hmotnostní spektrometrie jako detekční techniky a to 
na úkor UV-VIS a fluorescenční detekce. [49] 
 
Detektor v HPLC by měl mít tyto vlastnosti: 
 snadnost pouţití a spolehlivost; 
 linearita; 
 nedestruktivnost; 
 specificita; 
 musí dostatečně rychle poskytovat odezvu; 
 můţe být univerzální nebo selektivní; 
 kvalitativní informace pro detekované píky; 
 signál nezávislý na změně teploty a průtoku; 
 signál nezávislý na sloţení mobilní fáze; 
 nulový příspěvek k mimokolonovému rozmývání elučních zón. [50, 51] 
 
Zařízení pro vyhodnocování dat  
Pro zpracování a vyhodnocování chromatografických dat se v dnešní době v naprosté 
většině případů pouţívají počítače, ty jsou vybaveny speciálním softwarem. Největší výhodou 
pouţívání počítačů je, ţe dochází k automatické kontrole, zda chromatograf dodrţuje 
nastavené parametry, jako je teplota, průtok a sloţení mobilní fáze, sekvence a objem vzorků 
dávkovaných na kolonu, citlivost detektoru atd. V předem určených optimálních podmínkách 
jsou schopné vést analýzu a zasahovat do jeho reţimu. [49] 
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2.4.4 Spektrofotometrické detektory UV-VIS 
Jejich princip je zaloţen na absorpci záření v oblasti vlnových délek od 190 do 800 nm. 
Lambert-Beerův zákon, na němţ je zaloţeno kvantitativní vyhodnocení, vyjadřuje vzájemný 
vztah mezi koncentrací absorbující sloţky (c), tloušťkou absorbující vrstvy (l) a vlastní 
velikostí absorbentu, jeţ je vyjádřena jako absorbance (A): lcA    kde   je molární 
absorpční koeficient (l/mol/cm).  
Samotná cela detektoru je základem pro správné působení spektrofotometrických detektorů 
nebo všeobecně detektorů s průtočnou celou. Cela detektoru musí být konstruována tak, aby 
pokud moţno eliminovala mísení separovaných elučních zón. K rozšíření eluční zóny dochází 
při velkém objemu měřící cely, proto musí být mimokolonový příspěvek objemu cely 
detektoru minimální. Paprsek světla je soustředěn optikou cely detektoru do středu cely, kde 
je drift průtoku, teploty, respektive indexu lomu nejmenší. [50] 
 
Spektrofotometrické detektory mohou být podle konstrukčního uspořádání rozděleny na 
čtyři typy. 
Detektory s programovatelnou vlnovou délkou - u těchto typů detektorů je moţné 
vlnovou délku nastavovat v určitém rozpětí, nejčastěji je to však od 190 do 700 nm. 
V průběhu analýzy je vlnová délka měnitelná. Při zastaveném průtoku mobilní fáze v měrné 
cele je u některých typů detektorů moţné snímat i spektra látek. Pro měření při dvou aţ 
čtyřech vlnových délkách současně existují detektory, které umoţňují toto měření. Ve 
srovnání s detektory s fixní vlnovou délkou je jejich nevýhodou poněkud niţší citlivost.  
Detektory s fixní vlnovou délkou - nejčastěji je vlnová délka 253,7 nm. Jako zdroje záření 
pouţívají nízkotlakou rtuťovou výbojku. 
Detektory s měnitelnou vlnovou délkou - jenom s předem danými vlnovými délkami. 
Detektory s diodovým polem (photodiode-array, DAD, PDA) - v reálném čase a bez 
přerušení chromatografické separace snímají celé spektrum. Po průchodu štěrbinou, čočkou, 
clonou a měrnou celou detektoru se záření ze zdroje spektrálně rozkládá holografickou 
mříţkou, takţe zářivý tok o určité vlnové délce zeslabený absorpcí v cele detektoru dopadá na 
kaţdou z fotodiod. S kondenzátorem, který je jiţ předem nabitý na určitou hodnotu, je 
spojena kterákoliv fotodioda. Po dopadu záření na diodu, vzniká elektrický proud, který pak 
vybije kondenzátor, jeţ je úměrný účinnosti dopadajícího záření. Kondenzátory se 
v následující etapě dobíjí a měří proud, který je nezbytný na dobití příslušných kondenzátorů. 
Do paměti řídící jednotky se ukládá velikost tohoto proudu. Velmi rychle opakující se 
sekvence vybíjení a nabíjení je řádově v milisekundách - 10 ms na rozsah 190 - 600 nm a tyto 
údaje o absorpci jsou postupně zaznamenávány a to při kaţdé vlnové délce v kaţdém 
okamţiku. Počtem diod na poli je dáno spektrální rozlišení, pohybuje se od 512 do 1024 diod. 
Při počtu 512 diod a spektrálním rozsahu od 190 do 800 nm je spektrální rozlišení 1,2 nm. Ve 
spolupráci s řídící jednotkou (počítačem), umoţňují tyto detektory detekci látky a to při 
kterékoliv vybrané vlnové délce, dávají moţnost porovnání snímaných spekter s knihovnou 
spekter a také spočítají čistotu píku (identifikace látky). [50] 
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2.4.5 Gradientová eluce 
Gradientová eluce je často pouţívána právě v RP-HPLC metodách při stanovování 
proteinových látek. Lze ji popsat následovně. Pro gradientovou eluci platí jiné zákonitosti neţ 
pro eluci izokratickou, v průběhu eluce se mění sloţení mobilní fáze a to tak, ţe narůstá podíl 
sloţky s větší eluční silou. Protoţe dochází k nárůstu eluční síly, retenční faktor k klesá 
s průběhem analýzy, proto je pro kaţdou separovanou sloţku jiný. Pro gradientovou eluci byl 
tedy zaveden faktor 
ek , který představuje retenční faktor analytu v právě eluovaném sloţení 
mobilní fáze, pro který platí: 
g
e
b
k


3,2
1
kde člen gb vyjadřuje strmost gradientu dle rovnice: 
g
g
t
St
b

 0
.
 
Proměnné v rovnici charakterizující strmost gradientu jsou následující: 
0t je mrtvý čas 
kolony, 
gt je čas trvání gradientu,   znázorňuje změnu sloţení mobilní fáze během 
gradientu, takzvaný absolutní rozdíl konečného a počátečního obsahu organického 
modifikátoru počočátečífiná BB %% ln   
(jenom pro binární systém mobilních fází), S je 
konstanta, která odpovídá eluční síle organického rozpouštědla. Během analýzy by měly 
proměnné gb a S  zůstat konstantní pro všechny eluované sloţky vzorku. 
Běţně pouţívaný parametr pro posuzování účinnosti, teoretický počet pater N , také nelze 
při gradientové eluci pouţít, proto byla zavedena nová veličina kapacita separace 
(peakcapacity, Pc, np), která je aplikovatelná pro gradientovou i izokratickou eluci. Je 
definována jako počet píků, které mohou být rozlišeny v určitém časovém úseku tak, aby 
všechny látky byly rozděleny na základní linii s rozlišením 1R . Pro kapacitu separace platí 
rovnice 
h
g
w
t
Pc


4
1
 
kde 
hw  vyjadřuje šířku píku v polovině výšky. [50] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Chemikálie 
Mili-Q voda (IN-HOUSE, Millipore, DE) 
Acetonitril (ACN) pro HPLC (Fluka, DE) 
Kyselina trifluoroctová p.a. (TFA) (Fluka, DE) 
Kyselina fosforečná 85 % p.a. (Sigma, DE) 
Ethanol 96 % p.a. (Lachner, CZ) 
Coomassie brilliant blue G-250 p.a. (Sigma, DE) 
Aceton p.a. (Lachner, CZ) 
 
Tabulka 3: Pouţité standardní proteiny.  
standrard izolováno z tkáně výrobce šarže 
albumin hovězí sérum sigma 058K0726 
myoglobin koňské srdce fluka 259234 
transferin hovězí plazma sigma 16F-93501 
trypsin inhibitor sója luštinatá sigma 085K6089 
karbonická anhydráza hovězí erytrocyty sigma 065K6050 
ribonukleáza a hovězí slinivka sigma 089K7013 
ribonukleáza b hovězí slinivka sigma 019K7016 
cytochrom c koňské srdce sigma 98F-7075 
lysozym vaječný bílek, kuřecí sigma 015k6144 
hemoglobin hovězí krev sigma 46f-9305 
3.2 Přístroje a pomůcky 
Analytické váhy: 92SM-202A (Precisa, CH) 
Předváţky: HF-200G (AND, US) 
Lednice kombinovaná s mrazicím boxem (AEG, SE) 
Filtry stříkačkové Millex- GV PVDF 0,22 µm (Millipore, US) 
Injekční stříkačka 2ml (Chirana, SK) 
Pipety a špičky (Eppendorf, DE) 
Centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf, DE) 
UV-VIS spektrometr 9500 (Cecil, UK) 
Běţné laboratorní sklo a pomůcky  
Ultrazvuk Elmasonic S 30 H (Elma, DE)  
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HPLC systém: 
 Vysokotlaká pumpa LC 1150 (GBC, AU) 
 Degaser (Labicom, CZ) 
 Kolonový termostat LCO 101 (Ecom, CZ) 
 HPLC kolona Zorbax 300SB-C18 300Å 4,6x250 mm 5 µm (Agilent, US) 
 UV-VIS detektor Spektra focus (Thermo separation products, US) 
 PC vybavený A/D převodníkem a softwarem pro záznam a vyhodnocování dat 
Clarity verze: 5.0.1.461. 
 
 
Obrázek 8: Pouţitá HPLC sestava 
3.3 Původ  a úprava vzorku 
Vzorky bezových větviček dodal Agrofrukt, druţstvo Hustopeče. Větve byly po sběru 
usušeny a namlety na velikost 6 mm. Konkrétně se jednalo o vzorky - listopad 2013 starší, 
září 2014 konec, říjen 2014 konec, listopad 2014 konec, prosinec 2014. Nejvíce analýz 
proběhlo se vzorkem listopad 2013 starší, jelikoţ tento vzorek byl pouţit pro účely 
optimalizace metody. 
3.4 Příprava vzorků z větviček bezu černého 
Do čtyř 50 ml uzavíratelných skleněných vialek bylo naváţeno po 4 g větviček bezu 
černého  a následně bylo do kaţdé vialky přidáno 20 ml deionizované vody. Vzorky byly 
umístěny na třepačku a třepány po dobu 15, 30, 60 a 120 minut. Kaţdý vzorek byl po 
skončení třepání centrifugován (14 000 g po dobu 5 minut). Získané vodné extrakty se 
pouţily pro stanovení bílkovin dle Bradforda a pro HPLC analýzy. Pro HPLC analýzy byly 
proteiny získaného extraktu vysráţeny pomocí vymraţeného acetonu. K 0,4 ml extraktu bylo 
přidáno 1,6 ml vymraţeného acetonu, vzorek byl promíchán a umístěn do mrazicího boxu. 
Sráţení probíhalo přes noc (cca 16 hodin). Vysráţený vzorek byl po vyjmutí z mrazicího 
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boxu centrifugován (14 000 g po dobu 5 minut), neprodleně poté byl odstraněn supernatant a 
ke vzorku bylo přidáno 0,2 ml deionizované vody. Následně se vzorek rozpouštěl pomocí 
střídavého třepání a ultrazvukování (1 - 3 min) do rozpuštění. Takto připravený vzorek byl 
opět centrifugován (14 000 g po dobu 30 s) a supernatant byl převeden do čisté 
mikrozkumavky a dále analyzován pomocí HPLC. 
3.5 Stanovení obsahu proteinů Bradfordovou metodou 
Nejprve bylo připraveno činidlo o následujícím sloţení: 100 mg Coomassie brilliant blue 
G-250 bylo rozpuštěno v 50 ml 96 % ethanolu, pak bylo přidáno 100 ml 85 % kyseliny 
fosforečné a roztok byl doplněn na objem 1 litr deionizovanou vodou.  
Potom byl připraven zásobní standard hovězího sérového albuminu (BSA) o 
koncentraci 2 mg/ml.  
Následně byla připravena řada standardů BSA o koncentracích 2 mg/ml, 1 mg/ml, 
0,75 mg/ml, 0,50 mg/ml, 0,25 mg/ml a 0,05 mg/ml. 
Vzorky a standardy byly měřeny následujícím způsobem: 0,1 ml roztoku vzorku 
(standardu) bylo smíseno s 5 ml činidla, směs se následně promíchala a nechala 30 minut stát 
při laboratorní teplotě. Měření probíhalo při 595 nm ve skleněných kyvetách s délkou optické 
dráhy 1 cm proti roztoku slepého vzorku.  
3.6 Příprava standardů pro HPLC 
Postupně byly připraveny zásobní roztoky standardů proteinů (viz. tabulka č. 3) o 
koncentraci 2 mg/ml. Kaţdý standard byl ultrazvukován po dobu cca 1 min a následně byl 
centrifugován při 14 000 g po dobu 30 s. Odebraný supernatant byl poté analyzován pomocí 
HPLC. Pro vlastní HPLC analýzy byly standardy naředěny na výslednou koncentraci 
0,5 mg/ml.V případě směsi standardů, byla výsledná koncentrace jednotlivých sloţek 
0,2 mg/ml. 
3.7 HPLC - podmínky analýzy 
Gradientová eluce: 5 - 90 % B za 30, případně 60 minut 
Mobilní fáze A: 0,1 % TFA v H2O 
Mobilní fáze B: 0,1 % TFA v ACN 
Průtok: 1 ml/min 
Nástřik: 5 - 50 µl  
Teplota: 40 - 70 °C pokud není uvedeno jinak 
UV detekce: 214 a 280 nm 
 
Po kaţdé analýze byla kolona promyta: 90 % B po dobu 3 min, následně 90 - 5 % B za 
12 minut.   
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Stanovení obsahu proteinů Bradfordovou metodou 
Pro stanovení proteinů ve vodném extraktu větví černého bezu byla pouţita metoda dle 
Bradforda, která je rychlá a přesná. Odchylky v měření mohou být způsobeny zejména 
přítomností komerčních detergentů jako je SDS či triton-x100, proto je vhodné sklo před 
pouţitím důkladně opláchnout destilovanou vodou a acetonem. 
Kaţdý standard BSA byl proměřen třikrát, ze získaných absorbancí byl vypočten průměr a 
tyto hodnoty byly zaneseny do grafu. 
 
Tabulka: 4 Kalibrační řada standardů BSA. 
[µg] [mg/ml] A-1 A-2 A-3 A- ⌀ 
200 2,00 1,848 1,850 1,842 1,847 
100 1,00 1,444 1,446 1,447 1,446 
75 0,75 1,278 1,276 1,277 1,277 
50 0,50 1,066 1,070 1,068 1,068 
25 0,25 0,877 0,876 0,879 0,877 
5 0,05 0,687 0,688 0,690 0,688 
 
 
Obrázek 9: Kalibrační křivka. 
 
Při vyhodnocování výsledků byla zjištěna odlehlá hodnota standardu pro koncentraci 
2 mg/ml. Při vývoji metody bylo zjištěno, ţe je metoda lineární pouze do koncentrace 
proteinu 1,4 mg/ml, proto byl výsledek vyřazen a bylo počítáno pouze s 5ti body. [39] 
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Obrázek 10: Kalibrační křivka pouţitá pro výpočet koncentrace proteinů. 
 
Na základě získané rovnice přímky byly vypočítány z absorbancí vzorků koncentrace 
bílkovin v extraktech získaných různou dobou třepání a to včetně přepočtu na jeden gram 
vzorku. Výsledky byly shrnuty do tabulky 5.  
 
Tabulka 5: Koncentrace proteinů stanovená Bradfordovou metodou. 
Doba 
extrakce 
[min] 
A-1 A-2 A-3 A- ⌀ [mg/ml] [mg/1g vz.] 
15 0,961 0,967 0,964 0,964 0,376 1,88 
30 0,998 1,000 1,002 1,000 0,421 2,10 
60 1,036 1,036 1,034 1,035 0,465 2,33 
120 1,232 1,230 1,290 1,251 0,736 3,68 
 
Účelem Bradfordovy metody bylo zjistit, zda extrakty větví obsahují dostatečné mnoţství 
proteinů pro HPLC analýzu. Toto měření prokázalo nejvyšší obsah proteinů ve vzorku 
třepaném 2 hodiny, proto i všechny ostatní vzorky byly připraveny extrakcí po dobu dvou 
hodin. 
4.2 Vývoj HPLC metody  
Při literární rešerši nebyl nalezen článek či odkaz na analýzu proteinových látek bezu 
černého pomocí HPLC. Pro stanovení byla uvaţována sestava HPLC s UV-VIS detektorem, 
která umoţňuje gradientovou eluci mobilních fází acetonitrilu a vody s přídavkem 
0,1 % TFA. Dále následoval výběr vhodné kolony, která by umoţňovala dělení proteinů o 
velkosti přibliţně 30 - 120 kDa. Byla zvolena kolona Zorbax 300SB-C18 300Å o rozměrech 
4,6 x 250 mm a velikosti částic 5 μm. Tato kolona byla vybrána z důvodu, ţe odpovídá 
poţadavkům vyplývajících z cíle práce. Umoţňuje dělit proteiny a peptidy na principu 
reverzních fází, je stabilní v kyselém pH a zvýšené teplotě, coţ jsou obvykle pouţívané 
podmínky pro RP-HPLC separace proteinů. Zvýšená stabilita této kolony je dána 
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modifikovanou stacionární fází - diisobutylovými postranními skupinami, které poskytují 
sterické stínění. [53, 54] 
 
Při kaţdých testovaných podmínkách byly provedeny 3 a více analýzy z důvodu ověření 
reprodukovatelnosti výsledků. 
Jako počáteční podmínky byly zvoleny následující: teplota termostatu kolony 30 °C, 
gradientová eluce 5 - 90 % B za 20 min viz. kap 3.7. Při těchto podmínkách byly provedeny 
analýzy s roztokem BSA o koncentraci 0,5 mg/ml. Byla pouţita smyčka o velikosti 5 µl, která 
byla pouţívána po celou dobu optimalizace se standardními proteiny. 
  
Tyto podmínky byly vyhodnoceny jako nevhodné z důvodů velké šířky píku a značnému 
chvostování. Podmínky byly změněny na: teplota kolonového termostatu 40 °C, eluce viz. 
kap 3.7 a délka analýzy 30 minut. Za těchto podmínek byl jiţ tvar píku BSA akceptovatelný a 
nastal výběr dalších vhodných standardních proteinů. Viz tab. 3 Pouţité standardní proteiny. 
Pro účely optimalizace bylo zvoleno 10 standardních proteinů, které byly analyzovány 
nejprve jednotlivě viz příloha 1 - 10 a poté ve směsi. 
 
 
U pouţitých standardů jsou přítomny nečistoty v různé míře, jak je vidět v níţe uvedených 
chromatogramech viz příloha 1 - 10. Zde je uveden výčet standardů, jejich retenčních časů 
uvedených v závorkách za názvem standardu a následně retenční časy detekovaných nečistot 
při podmínkách 40 °C a době analýzy 30 min.  
Nejprve byla eluována ribonukleáza b (11,74 min), která obsahuje nečistoty v časech 
16,95 min a 20,44 min. Následně eluovaná ribonukleáza a (11,92 min) a cytochrom c 
(13,19 min) obsahovaly pouze jeden výraznější pík a to v čase 25,30 min, tento pík byl také 
přítomen ve všech ostatních standardech. Lysozym (14,41 min) obsahuje nečistoty v časech 
14,09 min, 17,90 min a 20,46 min. Transferin (14,45 min) obsahuje nečistoty v časech 
13,73 min, 15,94 min, 17,07 min a 20,50 min. V albuminu (14,97 min) byly detekovány 
neznámé nečistoty o retenčních časech 11,67 min, 16,97 min a 20,41 min. Trypsin inhibitor 
(16,07 min)  obsahuje nečistoty v časech 10,55 min, 15,53 min, 15,78 min a 16,96 min. 
Myoglobin (16,69 min) obsahuje nečistoty v 18,58 min a 24,67 minutě. Karbonická 
anhydráza (17,47 min) obsahuje nečistotu s retenčním časem 25,30 min. Hemoglobin se 
skládá ze třech píků o retenčních časech (17,26, 18,04 a 18,65 min) a nečistoty v čase 
16,98 min. 
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Obrázek 11: Směs standardů 40 °C 30 minut. 
 
Na obrázku 11 je uveden příklad separace směsi standardů. Při podmínkách 40 °C 30 byly 
detekovány všechny sloţky směsi. Některé píky byly rozdělené dobře, některé hůře. 
Detekované píky jsou následující píky: ribonukleáza b (pík č.1), ribonukleáza a (pík č. 2), 
cytochrom c (pík č. 3), koeulovaný lysozym a transferin (pík č. 4), albumin (pík č. 5), trypsin 
inhibitor (pík č. 6), myoglobin (pík č. 7), hemoglobin (pík č. 8a), karbonická anhydráza (pík č. 
9) a hemoglobin (píky č. 8b a 8c).  
Pík označený číslem 4 tj. lysozym a transferin se nepodařilo rozdělit za ţádných 
testovaných podmínek, dochází ke koeluci těchto dvou standardů. 
 
Následně byly podmínky eluce upraveny a to tak, ţe rostoucí gradient byl prodlouţen ze 
30 min na 60 min. 
 
 
Obrázek 12: Směs standardů 40 °C 60 minut. 
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Na základě získaných výsledků lze konstatovat, ţe dochází ke koeluci píku hemoglobinu 
(8c) s píkem 9 tj. karbonickou anhydrázou - bylo detekováno rozšíření píku při 280 nm. Při 
prodlouţené době analýzy došlo k lepšímu rozdělení obou ribonukleáz. Samozřejmě také 
dochází ke zvýšení retenčních časů vlivem prodlouţení doby analýzy. 
Byly naměřeny 3 chromatogramy za změněných podmínek a bylo vyhodnoceno, ţe tento 
krok zlepšil rozlišení jednotlivých sloţek, ovšem došlo ke změně eluce posledního píku. 
Dalším krokem bylo zvýšení teploty na 50 °C. Při této teplotě byly provedeny analýzy o délce 
30 a 60 minut. 
 
 
Obrázek 13: Směs standardů 50 °C 30 minut. 
 
Při teplotě 50 °C nedochází k pozorovatelnému zlepšení dělení ribonukleáz. Byl detekován 
nárůst výšky píků, došlo k nepatrnému sníţení retenčního času lysozymu a transferinu (pík 
č. 4). Značné zlepšení nastalo u píku hemoglobinu (pík č. 8a), který je nyní eluován 
samostatně. Také se zlepšila odezva karbonické anhydrázy (pík č. 9) při 280 nm. 
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Obrázek 14: Směs standardů 50 °C 60 minut. 
 
Za podmínek 50 °C 60 minut můţeme konstatovat, ţe dochází ke koeluci dvou píků 
hemoglobinu (píky č. 8a, 8c). Dochází ke značnému nárůstu výšky píků obou ribonukleáz 
(píky č. 1 a 2), trypsinu s lysozymem (pík č.4) a myoglobinu (pík č. 7) a ke sníţení retenčního 
času trypsin inhibitoru (pík č. 6). 
Poté byla znovu zvýšena teplota na 60 °C a následovaly analýzy při této teplotě.  
 
 
Obrázek 15: Směs standardů 60 °C 30 minut. 
 
Při této teplotě došlo oproti podmínkám 50 °C 30 min k nárůstu výšky píků ribonukleáz 
(píky č. 1 a 2), trypsin inhibitoru (pík č.6), karbonické anhydrázy (pík č. 9) a také se změnil 
poměr výšky píků cytochromu  c (pík č. 3) a koeluovaného lysozymu a transferinu (pík č. 4), 
kdy je pík 4 značně vyšší. 
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Obrázek 16: Směs standardů 60 °C 60 minut. 
 
Za podmínek 60 °C 60 minut můţeme konstatovat, ţe došlo ke zlepšení rozdělení 
ribonukleáz (píky č. 1 a 2). Stále dochází ke koeluci píků hemoglobinu (píky č. 8a, 8c). 
  
 
Obrázek 17: Směs standardů 60 °C 80 minut. 
 
Jelikoţ bylo za předchozích podmínek dosaţeno lepšího rozdělení obou ribonukleáz, byly 
provedeny analýzy za prodlouţené doby (80 min). Za těchto podmínek koeuluje hemoglobin 
(8c) s myoglobinem (pík č. 7), coţ odpovídá změně retenčního času píku hemoglobinu (8c) 
vůči počátečním podmínkám o více neţ 1,7 minuty. Prodlouţení analýzy mělo také vliv 
zejména na sníţení výšky píků ribonukleáz (píky č. 1 a 2), trypsin inhibitoru (pík č. 6) a 
karbonické anhydrázy (pík č. 9). Také došlo k mírnému zlepšení separace ribonukleáz (píky č. 
1 a 2). Následovala analýza vzorků při teplotě 70 °C. 
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Obrázek 18: Směs standardů 70 °C 30 minut. 
 
Bylo shledáno, ţe za podmínek 70 °C 30 minut došlo k nárůstu výšky píků ribonukleázy a 
(pík č. 2), koeluovaného lysozymu a trypsinu (pík č. 4), albuminu (pík č. 5) a karbonické 
anhydrázy (pík č. 9) vůči předchozím podmínkám (60 °C a 30 min).  
 
 
Obrázek 19: Směs standardů 70 °C 60 minut. 
 
Opět dochází ke společné eluci dvou píků hemoglobinu (píky č. 8a, 8c), vyšší teplota 
ovšem způsobila větší posun jednoho z píků, dochází tedy znovu ke koeluci (píky č. 8a, 8c).  
Za podmínek 70 °C 60 min došlo ke sníţení výšky píků cytochromu c (pík č. 3) trypsin 
inhibitoru (pík č. 6), myoglobinu (pík č. 7) a karbonické anhydrázy (pík č. 9) vůči předchozím 
podmínkám (60 °C a 60 min). Rozdělení ribonukleáz zůstává téměř stejné, spíše dochází           
k mírnému zhoršení. 
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Ze souhrnu těchto měření vychází poznatek, ţe s rostoucí teplotou se zlepšuje dělení 
většiny sloţek, avšak u některých individuálních sloţek můţe dojít ke koeluci. Proto je 
důleţité ke kaţdému vzorku přistupovat individuálně a prověřovat vzorky i za jiných 
podmínek. 
 
Na základě výše uvedených měření byla vybrána teplota 60 °C jako ideální pro další 
analýzy. Došlo ke značnému zlepšení separace, coţ je patrné zejména na separaci 
jednotlivých ribonukleáz. Teplota 70 °C nebyla dále pouţívána také z toho důvodu, ţe při 
podmínkách 70 °C a 60 min došlo ke sníţení výšky některých píků oproti podmínkám 60 °C a 
60 min, k čemuţ by nemělo docházet. Toto sníţení by mohlo být způsobeno rozkladem 
některých sloţek daného standardu a tudíţ ke sníţení jeho výšky. Analýzy byly prováděny o 
délce 30 a 60 minut, při délce analýzy 30 minut docházelo k eluci všech píků, ovšem             
za horšího rozlišení, to se zlepšilo při analýzách o délce 60 minut, při nichţ však docházelo ke 
koeluci hemoglobinu (8c) s karbonickou anhydrázou (9) nebo myoglobinem (7) či trypsin 
inhibitorem (6). 
4.2.1 Gradient 
Jako další parametr, který lze měnit, je gradient. V rámci optimalizace analýzy byl testován 
jak lineární tak i nelineární gradient. Nelineární gradient byl aplikován tak, ţe se prodlouţila 
fáze nárůstu koncentrace acetonitrilu do 50 %. Tato hodnota byla vybrána záměrně, jelikoţ 
sloţení mobilní fáze právě vycházející z pumpy při eluci posledního píku dosahovala hodnoty 
přibliţně 47 % acetonitrilu. Celkový průběh gradientu po dobu analýzy byl následující:         
5 - 50 % ACN za 60 min, následně 50 - 90 % ACN za 15 min. 
 
 
Obrázek 20: Směs standardů 60 °C, 5-50 % ACN 60 minut. 
 
Za podmínek 60 °C, 5-50 % ACN 60 minut dochází u cytochromu c (pík č. 3) ke 
zvýšenému frontování vůči podmínkám 60 i 80 min při 60 °C. Dále bylo docíleno značně 
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vyššího rozlišení u všech píků, ovšem rozdíl v retenčních časech ribonukleáz nebyl tak velký, 
jak se čekalo. 
Vlivem změny gradientu pík hemoglobinu (8c) koeluoval jiţ s trypsin inhibitorem (pík 
č. 6). Nelineární gradient v tomto případě nepřinesl výraznější zlepšení eluce. 
4.2.2 Linearita a citlivost 
Testování těchto parametrů bylo provedeno pomocí měření směsi standardů za 
následujících podmínek: teplota termostatu kolony 60 °C a délka analýzy 30 minut. Délka 
analýzy byla vybrána z důvodu, ţe píky hemoglobinu jsou při těchto podmínkách eluovány 
samostatně a tudíţ není ovlivněna plocha ostatních analytů. 
 
Tabulka 6: Hodnoty ploch píků při různé koncentraci standardu.  
pík č. 
[mg/ml] 
R² 
0,20 0,10 0,07 0,03 0,02 
1 306,543 149,831 100,47 51,253 45,589 0,9963 
2 427,233 206,199 136,545 69,992 34,145 0,9996 
3 454,24 181,514 123,861 46,088 24,398 0,9936 
4 455,318 206,844 142,396 67,664 23,557 0,9982 
5 425,078 178,788 119,155 46,535 20,7 0,9969 
6 363,515 154,008 110,296 43,014 20,519 0,9963 
7 285,238 135,143 88,04 41,246 11,373 0,9988 
8 104,019 43,959 29,645 12,335 7,302 0,9956 
9 621,788 304,667 205,786 100,609 8,925 0,9934 
10 75,713 31,497 19,521 9,106 3,878 0,9950 
11 67,112 31,863 21,033 9,116 3,26 0,9995 
 
Z výše uvedené tabulky vyplývá, ţe při pouţití smyčky o velikosti 5 µl je metoda lineární 
v rozsahu koncentrací 0,02 - 0,2 mg/ml - průměrná hodnota spolehlivosti činí 
0,9967, minimální 0,9934.   Chromatogramy zředění 1krát, 2krát, 5krát viz přílohy 11 - 13. 
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Obrázek 21: Chromatogram zobrazující píky při 10ti násobném zředění zásobního 
standardu. 
 
Pík označený N je neznámá nečistota v čase 16,45 min, která je přítomna ve stejné 
velikosti i retenčním čase i v ředění dvousetnásobném.  
 
 
Obrázek 22: Chromatogram zobrazující píky při 100násobném zředění zásobního 
standardu. 
 
Při 100násobně zředěném standardu lze rozeznat píky obou ribonukleáz (1, 2) a pík 
neznámé nečistoty (N). 
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Obrázek 23: Dvousetnásobné zředění standardu směs proteinů.  
Při tomto zředění je přítomna pouze neznámá nečistota. 
 
Na základě předešlého testování bylo vyhodnoceno, ţe optimální podmínky pro analýzu 
reálných vzorků budou 60 °C a délka analýzy 30 - 60 minut. Při koncentraci 0,002 mg/ml a 
pouţití smyčky o velikosti 5 µl lze detekovat pouze píky ribonukleáz. Dále bylo testováním 
linearity ověřeno, ţe v případě celkové koncentrace proteinů ve vzorku v rozmezí               
0,2 - 2 mg/ml je metoda lineární. Tomu odpovídá hodnota stanovených proteinů pomocí 
Bradfordovy metody - 0,736 mg/ml při délce extrakce 120 minut.   
4.2.3 Analýza reálných vzorků 
Optimalizace podmínek analýzy probíhala na standardech proteinů, jelikoţ nebyl 
předpoklad přítomnosti látek, které by mohly zanášet HPLC kolonu. Neţ bylo zahájeno 
testování reálných vzorků, byla před kolonu umístěna frita o velikosti pórů 0,2 µm. 
Analyzované reálné vzorky byly vysráţeny pomocí acetonu, aby se docílilo odstranění 
kontaminujících látek, které interferují při měření, či by případně mohly zanášet kolonu.  
Testování podmínek probíhalo na vzorku větví listopad 2013 starší. 
Po analýze prvního vzorku bylo zjištěno, ţe pouţití smyčky o velikosti 5 µl není vhodné, 
vzhledem k nízké odezvě. Proto byly testovány smyčky o velikosti 10, 20 a 50 µl. Nejlepších 
výsledků bylo dosaţeno při pouţití smyčky o velikosti 20 µl, smyčka 50 µl nebyla pouţita      
z důvodu netěsnosti. 
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Obrázek 24: Listopad 2013 starší při pouţití 5 µl smyčky. 
Při pouţití smyčky o velikosti 5 µl byla zjištěna velmi nízká intenzita píků. 
 
 
Obrázek 25: Listopad 2013 starší při pouţití smyčky. 
 
Při pouţití 10 µl smyčky bylo navíc detekováno několik píků v počátku analýzy. Dále byl 
pozorován značný nárůst intenzity hlavního píku označeného číslem 1. 
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Obrázek 26: Listopad 2013 starší při pouţití 20 µl smyčky. 
 
Při pouţití 20 µl smyčky došlo ke značnému zlepšení eluce všech píků, nejvýrazněji u píků 
1, 2, 3, 4, 5. Píky 8 a 9 jsou za těchto podmínek dobře rozděleny. 
 
Obrázek 27: Listopad 2013 starší při pouţití 50 µl smyčky. 
 
Píky 1 a 2 jsou pravděpodobně způsobeny vzduchovými bublinami, jelikoţ pouţitá  
smyčka o velikosti 50 µl nebyla kompatibilní s dávkovacím ventilem. Smyčka byla po 
skončení analýzy vyměněna za smyčku o velikosti 20 µl a HPLC systém byl následně 
30 minut promýván.  
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Obrázek 28: Směs standardů při pouţití 20 µl smyčky a frity před kolonou. 
 
Přítomnost neznámé nečistoty (N) můţe být způsobena tím, ţe standard pro ověření těchto 
podmínek nebyl připraven čerstvý. Nečistota mohla vzniknout například rozkladem některé 
ze sloţek pouţité směsi. Opětovná analýza roztoku směs standardů, byla prováděna z důvodu 
změny podmínek analýzy způsobených přítomností předkolonové frity a smyčky o 
čtyřnásobně větším objemu, neţ byla velikost pouţité smyčky pro optimalizaci. Na základě 
provedených analýz lze konstatovat, ţe změna smyčky způsobila odpovídající nárůst výšky 
píků, jejich pořadí i retenční časy zůstávají zachovány.   
Vzhledem k výše uvedeným chromatogramům byla pro testování reálného vzorku vybrána 
smyčka o velikosti 20 µl.  
 
Ověření vhodné teploty pro reálný vzorek probíhalo následovně. Jako počáteční byla 
vybrána teplota 40 °C a jako nejvyšší 70 °C. V tomto intervalu po 10 °C byly provedeny 
analýzy o délce 30 a 60 minut včetně krajních hodnot. 
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Obrázek 29: Listopad 2013 starší 40 °C 30 min. 
 
Za podmínek 40 °C 30 min bylo detekováno celkem 25 píků při 214 nm. 
 
 
Obrázek 30: Listopad 2013 starší 40 °C 60 min - 19 píků při 214 nm. 
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Obrázek 31: Listopad 2013 starší 50 °C 30 min. 
 
Za podmínek 50 °C 30 min bylo detekováno 27 píků při 214 nm. 
 
 
Obrázek 32: Listopad 2013 starší 50 °C 60 min - 23 píků při 214 nm. 
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Obrázek 33: Listopad 2013 starší 60 °C 30 min - 34 píků při 214 nm. 
 
 
Obrázek 34: Listopad 2013 starší 60 °C 60 min - 27 píků při 214 nm. 
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Obrázek 35: Listopad 2013 starší 70 °C 30 min - 23 píků při 214 nm. 
 
 
Obrázek 36: Listopad 2013 starší 70 °C 60 min - 25 píků při 214 nm. 
 
Při teplotě 40 °C měly píky eluované do 10. minuty značně vyšší odezvu neţ při vyšších 
teplotách. Můţe se tedy jednat například o látky tepelně labilní či látky hůře sorbovatelné za 
podmínek analýzy. 
Vzhledem k  výše uvedeným chromatogramům a skutečnosti, ţe u vzorků analyzovaných 
při teplotě 60 °C bylo detekováno nejvíce píků, byla vybrána tato teplota jako ideální pro 
reálný vzorek. Proto bylo přikročeno k testování vlivu délky analýzy za této teploty.  
Následně byly provedeny analýzy reálného vzorku za prodlouţené doby analýzy (80 min) 
a nelineárního gradientu.  
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Obrázek 37: Listopad 2013 starší 60 °C 80 min. 
 
Prodlouţení doby analýzy na 80 minut nevede k výraznějšímu zlepšení rozdělení píků. 
 
 
Obrázek 38: Listopad 2013 starší 60 °C gradient 5-60 % ACN za 80 min. 
 
Při 80ti minutovém gradientu (5 - 60 % ACN za 80 min) nebylo dosaţeno rozdělení 
stávajících píků, jejich profil zůstal stejný. Vlivem prodlouţení délky analýzy docházelo ke 
sníţení výšky píků a jejich značnému rozmývání. Dále je také zajímavá oblast 10 - 35 minuty, 
kdy je zjevné vlnění základní linie. Je pravděpodobně způsobené přítomností hůře 
separovatelných látek, které by mohly být specifikovány pomocí HPLC-MS analýzy za těchto 
podmínek. 
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Výška hlavního píku při různých časech se sniţovala ekvivalentně vůči prodlouţení doby 
analýzy. Stejný jev byl pozorován u ostatních píků. Prodlouţení analýzy ani testovaný 
nelienární gradient nevedly k rozdělení stávajících píků. Proto byla vyhodnocena jako 
nejideálnější doba analýzy 30 minut. Při této délce analýzy bylo eluované spektrum látek 
velice podobné analýze o délce 60 minut, kdy docházelo k lepšímu rozdělení látek zejména do 
10. minuty. Za těchto podmínek bylo ovšem detekováno menší mnoţství píků. 
  
Po této fázi byly analyzovány vysráţené extrakty z větviček bezu černého, které byly 
stříhány od září do prosince roku 2014 a v listopadu 2013. 
 
Vzhledem k velkému mnoţství píků eluovaných současně na počátku analýzy byly přidány 
podmínky G0 - gradient začíná od 0 % B (ACN). 
 
 
Obrázek 39: Listopad 2013 starší 30 min. 
 
Při délce analýzy 30 min má největší odezvu pík 3 v čase 16,73 min, který je dvojitý, tento 
pík má také značnou odezvu při 280 nm. Poměrně vysokou odezvu má téţ pík 4 v čase 
17,94 min. Dvojitý pík byl detekován 1 v čase 14,03 min. 
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Obrázek 40: Listopad 2013 starší 60 min. 
 
Prodlouţení doby analýzy vedlo k výrazně lepší separaci látek v čase do 10. minuty. 
Nejvyšší intenzitu má opět dvojitý pík 3, u kterého je patrné lepší rozdělení jeho sloţek v čase 
27,51 min a 27,79 min. Podobné zlepšení nastalo u píků 1 v časech 21,25 a 21,43 min. U píku 
4  eluovaném v čase 30,26 min nastal značný pokles intenzity vůči píku 2.  
 
 
Obrázek 41: Listopad 2013 starší 60 min G0.  
 
Při podmínkách 60 min G0 zůstávají píky 1, 2 ,3, 4 beze změny, značně se ovšem zvýšil 
počet píků eluovaných do 12. minuty.  
Pro vzorek listopad 2013 starší je typický hlavní pík o velké odezvě, který se rozdvojuje 
při prodluţujícím se gradientu. 
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Obrázek 42: Září 2014 konec 30 min. 
 
U tohoto odběru můţeme konstatovat, ţe na rozdíl od vzorku listopad 2013 hlavní pík není 
dvojitý. V této oblasti jsou eluovány dva značně intenzivní píky 2 a 3 s retenčními časy 16,26 
a 16,78 min. Dvojitý pík 1 eluovaný v čase 14,08 min má značně vyšší intenzitu a také píky 
eluované okolo 18. minuty jsou výrazně intenzivnější vůči předešlému vzorku. Při délce 
analýzy 30 min stále nedochází k ideálnímu rozdělení, je přítomno velké mnoţství dvojitých 
píků. 
 
 
Obrázek 43: Září 2014 konec 60min. 
 
Při délce analýzy 60 min můţeme konstatovat lépe separované píky, které jsou eluovány 
do 10. minuty, výrazně lepší rozdělení nastalo také u píků 1 a 2 eluovaných v čase 21,32 a 
22,02 min, kdy druhý eluovaný pík je rovněţ detekován jako dvojitý pík. Hlavní píky 3 a 4 
eluované v časech 26,20 a 27,49 jsou lépe rozdělené a prodlouţení doby analýzy mělo 
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výrazný vliv na pík 4, kdy došlo ke značnému rozšíření eluční zóny. Ovšem pík 3 si 
zachovává svoji ostrost. Píky eluované za píkem 4 jsou lépe rozdělené.  
 
 
Obrázek 44: Září 2014 konec 60min G0. 
 
Píky 1, 2, 3, 4 zůstávají beze změny, znovu můţeme shledat značné zlepšení v rozdělení 
píků eluovaných do 12. minuty. 
 
 
Obrázek 45: Říjen 2014 starší 30 min. 
 
U tohoto vzorku došlo k nárůstu retenčních časů eluovaných píků. V počátku analýzy je 
separován pouze jeden výrazný pík. Dvojitý pík 1 eluovaný v čase 12,69 min je dobře 
rozdělen od píku 2, který je eluován v čase 13,06 min. Nejvýraznější píky 3 a 4 jsou eluovány 
v časech 15,1 a 15,54 min, jejich intenzity jsou ovšem v opačném poměru proti předchozímu 
vzorku. Opět můţeme konstatovat nárůst intenzity píku 5 eluovaném v čase 16,74 min.  
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Obrázek 46: Říjen 2014 starší 60 min. 
 
Pík 1 v čase 4,79 min je při délce analýzy 60 min značně výrazný a dobře separovaný. Je 
následován řadou píků o nízké intenzitě. Dvojité píky 2 a 3 eluované v časech 21,51 a 
22,28 min jsou za těchto podmínek také lépe separovány.Výšky hlavních píků 4 a 5 v časech 
26,26 a 27,59 min jsou nyní přibliţně stejné. Je to dáno opět rozmytím píku 5. Značný pokles 
intenzity nastal u píku 6. 
 
 
Obrázek 47: Říjen 2014 starší 60 min G0. 
 
Za podmínek 60 min G0 opět došlo k nárůstu intenzity píků eluovaných do 15. minuty, 
zejména u píků 1 a 2 eluovaných v časech 3,86 a 8,36 min. Dvojité píky eluované v časech 
23,75 a 24,66 min jsou stejné jako za předchozích podmínek. Nejvýraznější píky 5 a 6 jsou 
eluované v časech 28,48 a 29,60 min. Nastal opětovný nárůst intenzity píku 7 eluovaný v čase 
31,81 min.  
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Obrázek 48: Listopad 2014 starší 30 min. 
 
Do 14. minuty nebyly detekovány ţádné výraznější píky. V čase 14,11 min je eluován 
dvojitý pík 1 následován píkem 2 v čase 14,42 min. Nejvýraznější píky 3 a 4 eluované             
v časech 16,37 a 16,81 min mají obdobný tvar jako za předchozích podmínek, ovšem pík 4 je 
méně intenzivní. 
 
 
Obrázek 49: Listopad 2014 starší 60 min.  
 
Opět nastal nárůst mnoţství píků detekovatelných v čase do 12. minuty. Dvojité píky 
eluované v časech 21,48 a 22,24 min mají svoji obvyklou intenzitu a tvar. U nejvýraznějších 
píků 3 a 4 eluovaných v časech 26,19 a 27,47 min došlo opět ke změně poměrů jejich výšek 
vlivem výraznějšího rozmytí píku 4. Následující píky neobsahují ţádný výraznější pík. 
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Obrázek 50: Listopad 2014 starší 60 min G0. 
 
Ze zjištěného můţeme konstatovat značné zlepšení rozdělení a intenzity píků eluovaných             
v počátku analýzy, zejména u píku 1 eluovaném v čase 8,30 min. U dvojitých píků 2 a 3 
eluovaných v časech 23,72 min a 24,43 min můţeme konstatovat obvyklý čas eluce a tvar. U 
dvojitého píku 3 je patrné poněkud horší rozdělení druhé sloţky. Nejintenzivnější píky 4 a 5 
eluované v časech 28,49 a 29,56 min jsou téměř stejně vysoké. U následně eluovaných píků 
není ţádný výrazně intenzivnější. 
 
 
Obrázek 51: Prosinec 2014 starší 30 min.  
 
Byl detekován značně intenzivní pík 1 v čase 7,21 min, za ţádných předchozích podmínek 
se v tomto čase takto intenzivní pík nenacházel. V časech, kdy byly dříve eluovány dvojité 
píky, se nyní nachází pík 2 s retenčním časem 14,06 min a dvojitý pík 3 v čase 14,72 min o 
značně niţší intenzitě, v porovnání s předchozími intervaly sběru. Hlavní pík 5 je eluován       
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v čase 16,77 min, za předchozích podmínek také velmi intenzivní pík 4 v čase 16,29 min je 
téţ několikanásobně méně intenzivní. Naopak značně velký je pík 6 v čase 17,29 min, 
následován píky o obvyklé intenzitě. 
 
 
Obrázek 52: Prosinec 2014 starší 60 min.  
 
Na začátku chromatogramu je patrný pouze jeden výraznější pík 1 v čase 4,62 min, dále     
v chromatogramu je přítomen pík 2 s retenčním časem 19,37 min. V čase eluce odpovídající 
dvojitým píkům je eluován pouze jeden dvojitý pík 3 v čase 21,49 min. Před hlavním 
dvojitým píkem 5 eluovaném v čase 27,59 min se nachází frontující pík 4 s retenčním časem 
26,29 min. Z dalších píků je výrazný pouze pík 6 s retenčním časem 30,30 min. 
 
 
 
Obrázek 53: Prosinec 2014 starší 60 min G0. 
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Při těchto podmínkách je zajímavé, ţe nedochází ke zlepšení rozdělení látek v počátku 
chromatogramu, naopak nastává zhoršení. Sloţení píků je totoţné jako za předešlých 
podmínek, vyjma retenčních časů, jejichţ posun je způsoben jiným gradientem. To můţe být 
způsobeno rozdílným obsahem proteinů a peptidů, jelikoţ mají i zásobní funkci. 
 
Na základě provedených analýz lze konstatovat, ţe byly detekovány značné změny mezi 
jednotlivými měsíci, coţ by korespondovalo se skutečným stavem, kdy dochází ke sniţování 
obsahu proteinů ve tkáních bezu černého vlivem nastávajícího podzimu a zimy.  
 
 
 
 
 
 
 
61 
5 ZÁVĚR 
Cílem diplomové práce bylo navrhnout a ověřit podmínky pro separaci proteinů 
obsaţených ve větvičkách bezu černého technikou HPLC.  Práce zahrnovala optimalizaci 
separačních podmínek. K tématu nebyl nalezen publikovaný článek, tudíţ se vycházelo           
z obvykle pouţívaných podmínek pro separace proteinů, které byly ověřovány na směsi 10ti 
standardních proteinů. 
Samotná optimalizace se skládala z několika fází. Nejdříve bylo třeba ověřit, zda větve 
obsahují dostatek proteinů. To bylo ověřeno a mnoţství 3,68 mg/1g vzorku sušených větví 
bylo shledáno dostatečným. Jako další krok bylo provedeno ověřování vlivu teploty na eluci 
směsi standardních proteinů při časech analýzy 30 a 60 minut. Byly testovány teploty             
v rozmezí 40 - 70 °C. Různé délky analýz byly testovány jak za lineárního, tak nelineárního 
gradientu. Na základě těchto analýz byly vybrány ideální podmínky pro testování reálných 
vzorků a to teplota 60 °C při délkách analýzy 30 a 60 minut. Bylo také provedeno ověření 
linearity porovnáním poměrů ploch píků při různých koncentracích, na základě čehoţ byla 
metoda shledána lineární v rozmezí 0,2 - 2 mg/ml proteinu při pouţití smyčky o velikosti 5 µl.  
Následovala fáze ověřování vhodnosti vybraných podmínek na reálném vzorku. Byla tedy 
opět provedena série měření, kdy bylo nutné vybrat vhodnou velikost smyčky, jelikoţ pouţitá 
smyčka neměla dostatečnou odezvu při nástřiku reálného vzorku. Z důvodu ochrany kolony 
byla také přidána předkolonová frita. Poté proběhlo ověření, ţe tyto změny nemají neţádoucí 
vliv na separaci. Následně byl extrakt proteinů testován v rozmezí teplot 40 - 70 °C při délce 
analýzy 30 a 60 minut. Dále byl také testován vliv délky gradientu a nelineární gradient. Na 
základě těchto analýz byly vybrány podmínky pro testování vzorků větví odebraných              
v různých časových intervalech: 60 °C při délce 30 a 60 minut. Byly přidány podmínky 
60 minut G0, coţ značí pouţití gradientu 0 - 90 % B (ACN) za 60 minut. 
Za těchto podmínek byly provedeny analýzy vzorků větví odebraných v rozmezí             
září - prosinec 2014 a vzorek listopad 2013. Na základě vyhodnocení těchto analýz bylo 
konstatováno, ţe metoda je schopna zachytit změny ve sloţení proteinů, které nastávají ve 
tkáních bezu černého v období podzimu a zimy.   
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7  ZKRATKY 
ACN  Acetonitril 
AMK  aminokyselina 
BSA  bovine serum albumin, hovězí sérový albumin 
DAD   detekce diodovým polem 
G0  odlišné podmínky gradientu, 0 - 90 % ACN za 60 min  
HPLC  high performance liquid chromatography, vysokoúčinná kapalinová  
  chromatografie 
MS  mass spectrometry, hmotnostní spektrometrie 
PAD   (PhotoDiode Array detection) detekce fotodiodovým polem 
PVDF  Polyvinylidenefluorid 
RCA  ricinus communis agglutinin. aglutininy skočce obecného 
RIP  ribosome inactivating protein, ribozom inaktivující protein 
RP-HPLC reverse phase high performance liquid chromatography, vysokoúčinná  
  kapalinová chromatografie na obrácených fázích 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, elektroforéza v 
  polyakrylamidovém gelu za přítomnosti dodecylsíranu sodného 
SNA  sambucus nigra agglutinin, aglutininy černého bezu 
TFA  trifluoroacetic acid, trifluoroctová kyselina 
UV-VIS ultrafialové a viditelné záření 
WGA   wheat germ agglutinin, aglutininy pšeničných klíčků 
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Příloha 11: Chromatogram zobrazující píky 1krát zředěného zásobního standardu. 
 
 
Příloha 12: Chromatogram zobrazující píky 2krát zředěného zásobního standardu. 
 
 
 
 
  
Příloha 13: Chromatogram zobrazující píky 5krát zředěného zásobního standardu. 
 
